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RESUMO GERAL
No Complexo Estuarino de Suape — PE estd instalado o Complexo Porto-

Industrial de Suape, implantado na regido entre os anos de 1979 e 1980. Sua construcéo
provocou profundas alteragdes nas condigdes geomorfologicas e hidroldgicas da area. O
objetivo principal do presente estudo foi avaliar se as aguas superficiais do Complexo
Estuarino de Suape — PE apresentam sinais de poluicdo por substancias toxicas e
realizar uma avaliacdo toxicologica do sedimento utilizando as metodologias da fase
solida, do elutriato e da interface sedimento/agua. Em um primeiro momento, foi
utilizado o método de andlise da toxicidade com o desenvolvimento embriolarval do
ourigo-do-mar Lytechinus variegatus. Seis pontos de coleta foram estabelecidos entre os
estuarios dos rios Massangana e Tatuoca. As amostras de agua superficial do local
foram coletadas nos meses de maio, agosto, outubro e dezembro de 2007. A analise das
amostras evidenciou que a toxicidade entre os seis pontos examinados variou de acordo
com 0 més e o regime das mares, sendo maior no més de outubro, quando a toxicidade
nos seis pontos foi significativa. Os efeitos tdxicos encontrados provavelmente foram
originados por influéncia das aguas do rio Massangana. Em um segundo momento, 0
presente estudo avaliou as respostas obtidas para o desenvolvimento embriolarval de L.
variegatus e para a sobrevivéncia e fecundidade do Copepoda Tisbe biminiensis, nas
metodologias da fase solida (sedimento integral), do elutriato e da interface sedimento-
agua. O sedimento controle foi coletado no estuario do rio Maracaipe (Ipojuca — PE) e 0
sedimento teste foi coletado no estuario do rio Massangana (Suape — PE), nos meses de
outubro e dezembro de 2007. Os testes utilizando o desenvolvimento embriolarval de L.
variegatus, ndo puderam ser validados, pois o percentual de individuos em estagio de
larva pluteus, no controle, foi abaixo do exigido pelas normas técnicas consultadas. Os
testes revelaram que nenhuma das metodologias utilizadas evidenciou efeito letal na
sobrevivéncia de T. biminiensis, e apenas a metodologia da fase sélida evidenciou
efeitos subletais na fecundidade e no numero de copepoditos na prole. As metodologias
do elutriato e da interface sedimento-agua ndo evidenciaram qualquer efeito toxico do
sedimento testado (seja agudo ou crbnico) em T. biminiensis, porém, existiram
diferengas significativas nas médias entre as metodologias. Os resultados do presente
estudo sugerem que substancias toxicas estejam ligadas as particulas finas do sedimento
(fracdo solida < 63um) e que substancias toxicas, tais como a amoénia ndo-ionizada,
podem ser disponibilizadas a 4gua sobrejacente.

Palavras-chave: Ourigo-do-mar, Suape, Tisbe biminiensis, toxicidade, sedimento.



GENERAL ABSTRACT

In Estuarine Complex of Suape (Brazil — PE) is installed the Suape Harbor and
industry complex, deployed in the region between the years 1979 and 1980. This
complex is responsible for alterations in the geomorphologic and hydrologic conditions
of the area. The main objective of this study was to assess whether the surface waters of
the Estuarine Complex of Suape (Brazil — PE) shows signs of pollution by toxic
substances and perform a toxicological assessment of sediment using the methods of the
solid phase, elutriate and sediment-water interface. In a first moment, was used the
toxicity analysis method with the embryolarval development of the sea urchin
Lytechinus variegatus. Six sampling sites were established between the estuaries of the
Massangana and Tatuoca Rivers. The surface water samples from the sites were
collected in the months of May, August, October and December 2007. The samples
analysis showed that the toxicity among the six sites varied according with the month
and tidal regime, being higher in October, when the toxicity in the six points was more
significant. The highest toxicity was probably related to the input of waters of
Massangana River. In a second moment, the present study evaluated the responses
obtained for the embriolarval development of L. variegatus and the survival and
fecundity of the copepod Tisbe biminiensis in the methodologies of the solid phase
(whole sediment), elutriate and sediment-water interface. The control sediment was
collected in the estuary of the Maracaipe River (Ipojuca — PE) and sediment testing was
collected in the estuary of the Massangana River (Suape — PE), in October and
December 2007. The tests using embryolarval development of L. variegatus could not
be validated because the percentage of individuals in pluteus larval stage in the controls,
was lower than required by the technical standards consulted. The tests revealed that
any of the methods used showed lethal effect on survival of T. biminiensis, and only the
methodology of solid phase showed sublethal effects on fecundity and the number of
copepodites in the offspring. The methodologies of elutriate and interface sediment-
water did not show any toxic effect of sediment tested (either acute or chronic) for T.
biminiensis, however, there were significant differences between the average of the
methodologies. The results of this study suggest that toxic substances may be linked to
fine particles of sediment (solid fraction < 63 um) and toxic substances, such as
ammonia non-ionized, may be available to the overlying water.

Key-words: Sea urchin, Suape, Tisbe biminiensis, toxicity, sediment.
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RESUMO

O Complexo Estuarino de Suape esté localizado entre os municipios do Cabo de
Santo Agostinho e Ipojuca, distando cerca de 40 km de Recife, capital de Pernambuco.
Na area, estd instalado o Complexo Porto-Industrial de Suape. Em processo de
implantacdo desde o fim da década de 1970, este complexo é responsavel por alteracdes
nas condi¢Bes geomorfoldgicas e hidrologicas da area. A implantagdo de um porto traz
ndo sé mudancas fisicas, mas quimicas também. Isto o torna uma potencial fonte
poluidora por substancias quimicas toxicas. Desta forma, o objetivo geral deste trabalho
foi avaliar se as aguas superficiais do Complexo Estuarino de Suape — PE, apresentam
sinais de toxicidade subletal baseado no desenvolvimento embriolarval do ouri¢o-do-
mar Lytechinus variegatus Lamarck (1816). Seis pontos de coleta foram estabelecidos
entre os estuarios do rio Massangana e Tatuoca. As amostras de agua superficial do
local foram coletadas nos meses de maio, agosto, outubro e dezembro de 2007. As
analises fisico-quimicas mostraram que a salinidade, pH, temperatura e oxigénio
dissolvido, foram similares para todos os pontos. Os resultados evidenciaram que a
toxicidade nos seis pontos examinados variou de acordo com o més e a maré, sendo
maior no més de outubro, quando a toxicidade nos seis pontos foi significativa. Os
resultados indicaram que as aguas do rio Massangana sdo as mais provaveis fontes de

poluentes para a area estudada neste periodo.

Palavras-chave: Ourigo-do-mar, Suape, toxicidade, aguas superficiais.
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1. INTRODUCAO

O litoral de Pernambuco apresenta uma extensdo de 187 km, incluindo o
Complexo Estuarino de Suape, localizado entre os municipios de Cabo de Santo
Agostinho (8°17°15.70”’S e 35°02°07.13”W) e Ipojuca (8°24°01.40’S e 35°03°51.59”W),
distando cerca de 40 km da capital pernambucana, Recife. A area, cortada por diversos
rios e riachos, é onde esta instalado o Complexo Porto-Industrial de Suape, tendo o
inicio de sua implantacdo na regido, entre os anos de 1979 e 1980, causado alteracbes
nas condi¢Ges geomorfoldgicas e hidrologicas da area (Neumann et al., 1998; Souza &
Sampaio, 2001; Muniz et al., 2005). Atualmente, no porto de Suape estdo instalados, ou
em processo de instalagdo, mais de 70 empreendimentos, entre eles um estaleiro, uma
refinaria de petréleo e um pdlo petroquimico.

Todos esses empreendimentos sdo geradores de residuos (principalmente HPAs
e metais pesados) que podem impactar de maneira significativa 0 ambiente onde estéo
sendo lancados. Como sdo atividades concentradas em uma &rea estuarina, € natural
esperar que seus residuos sejam considerados poluidores potenciais de suas aguas. Uma
ferramenta importante na avaliacdo da qualidade da agua e/ou do sedimento sdo 0s
testes de toxicidade ambiental.

A toxicologia aquatica estuda os efeitos de substancias quimicas e outros
materiais, antropogénicos ou naturais, em organismos aquaticos (Nascimento et al.,
2002). O ourico-do-mar € um dos animais marinhos mais utilizados como organismo-
teste em bioensaios de poluicdo marinha (Cesar et al., 2004; Pusceddu et al., 2007).
Estes efeitos nas diferentes fases de desenvolvimento embriolarval do ourigo-do-mar
podem servir como indicadores em bioensaios de toxicidade ambiental.

Os efeitos adversos de substancias toxicas incluem efeitos letais (agudos) em
curto prazo e efeitos subletais (cronicos) em longo prazo, causando alteracOes na
fertilizagdo dos dvulos (Ghirardini et al., 2005) e no desenvolvimento embrionério
(Beiras et al., 2003) e larval (Lorenzo et al., 2002) de algumas espécies de ouri¢o-do-
mar. Estas alteracGes sdo induzidas pelas aguas contaminadas contendo, por exemplo,
metais pesados (Kobayashi & Okamura, 2004); amonia (Siikavuopio et al., 2004);
sulfetos (Losso et al., 2007) e HPAs (Steevens et al., 1999).

Lytechinus variegatus Lamarck (1816) (Echinodermata: Echinoidea) é de grande
importancia ecoldgica devido a sua grande distribuicdo geografica e abundancia,

tornando-o uma espécie potencialmente importante para bioensaios. L. variegatus
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pertence a familia Toxopneustidae, possui carapaca esverdeada e achatada
inferiormente, e espinhos de cor variando desde verde até purpura arroxeada. Alimenta-
se de macroalgas, vive em locais onde estas sdo abundantes e possui 0 habito de se
recobrir com detritos vegetais, pequenas conchas etc. Esta espécie pode ser encontrada
desde a zona entre marés até cerca de 20 m de profundidade. E bastante comum na
regido do Caribe e na costa Atlantica da América do Sul, ocorrendo desde a Carolina do
Norte (EUA) até a costa sudeste do Brasil (ABNT, 2006; CETESB, 1999; Nascimento
et al., 2002). O desenvolvimento embriolarval desta espécie vem sendo utilizado como
um modelo para avaliacdo de contaminantes fosfatados (Bottger & McClintock, 2001);
HPAs (Steevens et al., 1999) e metais (Kobayashi et al., 2004) em sistemas marinhos.

Os testes com ouri¢os-do-mar foram padronizados pela U.S.EPA (1991-1994) e
adaptado as espécies brasileiras (L. variegatus e Echinometra Lucunter LINNAEUS,
1758) pela Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental - CETESB (1999) e
pela Associacdo Brasileira de Normas e Técnicas - ABNT (2006). Estas Normas
prescrevem o método para identificacdo da concentracdo de substancias ou formulagdes
quimicas soliveis em &gua, de efluentes liquidos ou de dgua marinha superficial ou
intersticial, que causam retardamento no desenvolvimento embriolarval e/ou ocorréncia
de anomalias nos organismos expostos, nas condicdes estabelecidas de teste.

O teste é rapido, muito sensivel e de elevada replicabilidade. O método
padroniza testes de toxicidade crbnica de curta duracdo, sobre o desenvolvimento
embriolarval do ourico-do-mar Lytechinus variegatus. Os testes toxicoldgicos com esta
espécie permitem a andlise toxicoldgica da agua e da fase liquida extraida do sedimento
(elutriato, &gua intersticial e interface sedimento-agua).

Paralelamente aos ensaios toxicoldgicos, a ABNT (2006) e a U.S.EPA (1994),
aconselham a checagem da sensibilidade dos organismos-teste utilizados nos ensaios
(ovos de L. variegatus fertilizados “in vitro”). Tal checagem ¢ realizada por meio de
ensaios com uma substancia quimica de referéncia. Tais ensaios tém como objetivo a
confeccdo de uma carta-controle, que, por sua vez, tem o objetivo de representar
graficamente a avaliagdo periddica dos resultados dos ensaios com a substancia de
referéncia.

Seguindo as Normas especificas mencionadas (ABNT, 2006; U.S.EPA, 1994), o
presente estudo utilizou como substancia de referéncia o dodecil sulfato de sddio — DSS
(C12H25Na0,4S), substancia amplamente utilizada nos processos de solubilizagdo de

proteinas, como desnaturante na eletroforese em gel de poliacrilamida, na inddstria de
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cosméticos e também como substancia de referéncia em experimentos para a avaliagdo
toxicologica com o ourigo-do-mar (CESAR et al., 2002; CESAR et al., 2004).

O objetivo deste trabalho foi avaliar se as aguas superficiais do Complexo
Estuarino de Suape — PE apresentam toxicidade devido a poluicdo ao meio ambiente,
provocada pelas atividades agropecuarias, industriais e portuarias realizadas em seu
entorno. Este trabalho também é parte integrante do Programa de Qualidade das Aguas
Superficiais e Sedimentos de Fundo da Area de Influéncia do Estaleiro Atlantico Sul
(Contrato 207/07 FADE/ Instituto Monitore).
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral
Utilizar o método padronizado de ensaio toxicoldgico, com o pluteus do ourigo-
do-mar L. variegatus, de curta duracdo na avaliacdo toxicoldgica das aguas superficiais

do complexo estuarino de Suape — PE.

2.2. Especificos

Avaliar a sensibilidade da populacdo de L. variegatus, da praia de Muro Alto — PE,
ao DSS e iniciar a confeccdo de uma carta-controle onde constara a avaliacdo
periddica dos resultados dos testes com a substancia de referéncia Dodecil
Sulfato de Sodio — C12H25Na0,4S (DSS);

Incorporar a metodologia descrita nas Normas ABNT NBR 15350:2006 e CETESB
L5. 250 — Maio/99, a rotina de bioensaios do Laboratorio de Cultivo e
Ecotoxicologia — LACE (Departamento de Oceanografia— CTG — UFPE);

Realizar ensaios toxicolégicos com a agua superficial de seis pontos distribuidos no
complexo estuarino de Suape, localizados entre os estuarios dos rios Tatuoca e

Massangana, nos meses de maio, agosto, outubro e dezembro de 2007.
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3. MATERIAL E METODOS

Os ensaios toxicologicos foram realizados no Laboratério de Cultivo e
Ecotoxicologia — LACE, no Departamento de Oceanografia, localizado no Centro de
Tecnologia e Geociéncias — CTG, da Universidade Federal de Pernambuco — UFPE.
Os ensaios seguiram as Normas Técnicas mencionadas anteriormente (U.S.EPA, 1994;
CETESB, 1999 e ABNT, 2006).

3.1. Area de Estudo

A érea de estudo € o Complexo Estuarino de Suape (CES), onde se localiza a
area interna do Complexo Porto-Industrial de Suape (8°23°30.56”S e 34°57°38.00”W)
(Figura 1). As coletas foram realizadas bimestralmente nos meses de maio, agosto,
outubro e dezembro de 2007. Preferencialmente, nas marés mais baixas de cada més,
em seis pontos distintos distribuidos entre os estuérios dos rios Tatuoca e Massangana,
localizados em torno da regido de implantacé@o do Estaleiro Atlantico Sul.

A baia de Suape e 0s estudrios dos rios Massangana e Tatuoca sdo areas
submetidas a um regime polihalino/eurihalino, indicando uma grande influéncia de
aguas marinhas costeiras (Neumann et al., 1998). As condi¢des hidroldgicas encontram-
se dentro dos padr@es normais para areas costeiras com niveis relativamente baixos de
poluicdo (FADE, 2006), permitindo, até o presente momento, que atividades turisticas e
de pesca artesanal se desenvolvam na area de influéncia direta do Porto de Suape.

Os rios Massangana e Tatuoca, apds o barramento dos aportes do rio Ipojuca, pelo
advento da construcdo do Porto de Suape, apresentaram uma queda em seus niveis de
produtividade priméaria. A principal fonte de fertilizacdo do rio Massangana depende
dos aportes de seus rios formadores (Tabatinga e Algodoais) e da matéria organica
produzida em suas areas de manguezal. O rio Tatuoca se origina a partir de descargas
subsuperficiais. Ao se misturar com as aguas marinhas, forma um manguezal que
oferece boas condi¢bes de vida para uma série de organismos (FADE, 2006). A foz
deste rio tem sofrido intervencGes de dragagens frequentes na sua calha e aterros
parciais ao longo de suas margens, incluindo trechos de manguezal. Tais fatos vém
contribuindo para a diminuigdo de sua fertilidade natural e contribuem, entre outras

intervencdes, para transforma-lo em apenas um canal de escoamento (FADE, 2006).
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3.2. Coleta das Amostras

Em cada ponto de coleta foram recolhidas duas amostras de aproximadamente 300
mL da agua superficial. A &gua foi coletada diretamente em garrafas plasticas de 500
mL, que eram identificadas e acondicionadas em caixas térmicas com gelo, para o
transporte até o laboratorio. A salinidade, a temperatura, o pH e o oxigénio dissolvido
(O.D.) da agua superficial foram aferidos, antes da coleta de cada amostra, por meio de
um refratbmetro de mao, um termémetro digital, um pHmetro de campo e um oximetro
de campo, respectivamente.

Também foram coletados dados pluviométricos da regido. Estes dados foram
obtidos e cedidos pelo Laboratério de Meteorologia de Pernambuco / Instituto de
Tecnologia de Pernambuco — LAMEPE/ITEP, que possui uma estacdo de coleta de
dados meteorolégicos no municipio do Cabo de Santo Agostinho na Barragem de
Suape.

Seguindo as recomendacdes das Normas ABNT NBR 15350:2006 e CETESB Lb5.
250 — Maio/99, em laboratério, as amostras foram congeladas e armazenadas em freezer
a -20°C, tendo assim, um prazo maximo de até 60 dias para serem analisadas. Entretanto

todas as amostras foram analisadas em até 15 dias ap0s a coleta.
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Figura 1. Area estudada e pontos de coleta. Estuarios dos rios Tatuoca e Massangana. Adaptado de
Koening et al., 2003.
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3.3. Coleta dos Espécimes
De 20 a 30 exemplares de L. variegatus foram coletados uma semana antes da
realizacdo dos ensaios, logo ao sul da area de estudo, na praia de Muro Alto
(8°25°28.06”S e 34°58°25.45”W), municipio de Ipojuca, litoral sul de Pernambuco,
utilizando técnicas de mergulho livre a uma profundidade variando de 0,5 a 4 metros.
Os animais coletados foram acondicionados em caixas térmicas e levados ao
laboratério onde foram mantidos em aquario com agua do mar (previamente

estabilizada) e alimentados com macroalgas da sua regido de origem.

3.4. Agua de Diluicdo Marinha

A 4gua do mar utilizada nos controles e nos testes com a substancia de
referéncia foi doada pela Aqualider, empresa do ramo de producdo de poés-larva do
camardo marinho Litopenaeus vannamei BOONE, 1931. Nesta empresa a agua €
coletada diretamente do mar e recebe tratamento especial para poder ser usada na
larvicultura. Assim que é coletada, a &gua do mar passa por filtros de areia de diferentes
granulacGes. Logo apds, € irradiada com ultravioleta, clorada e desclorada.

No LACE, a agua do mar tratada na Aqualider, foi acondicionada em caixas
d’agua e, antes do uso nos experimentos com DSS, foi filtrada por filtros tipo CUNO®
de porosidade 25 e 3 um. Suas caracteristicas fisico-quimicas eram de 26 + 2°C de
temperatura e salinidade 35 + 2, originalmente e posteriormente foram ajustadas para

25°C e 33 de salinidade para a realizacdo dos experimentos.

3.5. Processo de Extracdo dos Gametas

Os ourigcos-do-mar ndo apresentam dimorfismo sexual externo, sendo a sexagem
feita pela coloracdo dos gametas. Os especimes escolhidos para obtencdo dos gametas
foram lavados com &gua do mar para remocao de fezes e outros detritos aderidos ao
corpo do animal.

O procedimento escolhido para extracdo dos gametas foi a injecdo de 2,5 mL de
KCl a 0,5 M, aplicada na regiéo perioral do animal em dois pontos diretamente opostos.
Apos a aplicacdo do KCI os animais eram agitados suavemente, fazendo com que o KCI
se espalhasse na cavidade celémica dos animais. Os gametas foram liberados pelos
gonoporos, 0s quais estdo localizados na superficie aboral do ouri¢o-do-mar.

Gametas femininos: os ovulos, identificados por sua cor amarelada, foram

coletados diretamente na &4gua do mar. Para tanto, cada fémea foi apoiada sobre a
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superficie de um baecher (com diametro menor que o do corpo do animal) cheio de
agua do mar filtrada, a temperatura e salinidade de manutencdo dos organismos, com a
superficie aboral voltada para baixo, de forma que 0s gonéporos permaneceram imersos
na agua. O KCI promove a liberacdo de todos os gametas (maturos e imaturos), de
forma que nas fémeas, os dvulos foram coletados por um periodo maximo de 15
minutos, evitando assim, que os Ovulos imaturos fossem incluidos no experimento
devido a uma desova prolongada.

Foi realizada a observagdo ao microscopio 6tico de uma subamostra dos 6vulos
de cada fémea antes de sua utilizacdo. Os dvulos deviam apresentar-se arredondados,
lisos e de tamanho homogéneo para poderem ser utilizados no experimento. Para
facilitar o processo de fecundagdo, aguardou-se a decantacdo dos Ovulos em cada
baecher, e descartou-se o sobrenadante. Os dvulos, contidos no pequeno volume de
agua restante, foram peneirados através de malha de 300 um, para retirada de fezes ou
espinhos.

Em seguida, os mesmos foram reunidos em um baecher de 1000 mL e lavados
duas vezes. Para tanto, foi acrescentado agua do mar elevando-se o volume para 600 mL
e aguardou-se nova decantacdo dos Ovulos. O sobrenadante foi descartado
cuidadosamente e acrescentou-se agua do mar filtrada e limpa. A solugdo foi
homogeneizada por agitagdo suave e aguardou-se nova decantagdo. Este processo foi
repetido por duas vezes.

Gametas masculinos: Os ouricos machos foram mantidos isolados em badejas
plasticas secas para que 0 processo de separacdo dos gametas masculinos pudesse ser
realizado. O esperma, identificado por sua cor branca, foi coletado com pipeta de
Pasteur de ponta fina diretamente dos gondporos, e mantido em baecher de 30 mL
dentro de uma caixa térmica com gelo. Com isso, evitou-se que 0s espermatozoides
entrassem em contato com a agua do mar e, consequentemente, fossem ativados antes
do inicio dos experimentos. O esperma de trés machos (0,5 mL) foi diluido em 24,5 mL
de &gua do mar filtrada para promover a ativacdo dos espermatozoides e chegar a
concentracdo de aproximadamente 5x10” espermatozoides/mL. Os espermatozoides que
se encontravam imoveis quando concentrados, ap0s a suspensdo em agua do mar
tornavam-se intensamente ativos. Essa solucdo foi preparada apos o término da lavagem
dos ovulos, e foi usada imediatamente apds o preparo para o processo de fecundacéo.

Apbs a coleta dos gametas, os animais foram colocados em aquario marinho

com aeracao forte e, separados dos demais individuos que ndo foram utilizados no teste.

10
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Esse procedimento foi necessario para a recuperacdo e diminuicdo da mortalidade dos

ourigos-do-mar submetidos as injecGes de KCI.

3.6. Processo de Fecundacéo

Para efetuar a fecundagdo em laboratdrio, foram acrescentados 2 mL da solucao
de esperma ao baecher contendo os évulos (sob leve agitagcdo manual) e aguardaram-se
aproximadamente 10 minutos; tempo necessario para ocorrer a elevacdo da membrana
de fecundacéo, que confirma a fecundacao (Figura 2).

Foi coletado 1 mL da solucdo contendo os ovos fecundados. Este 1 mL foi
diluido em 99 mL de &gua do mar, em proveta de 100 mL. Apéds forte agitagdo manual,
foram tomadas trés subamostras de 1 mL cada, para contagem em camara de Sedgwick-
Rafter. Este processo fornece a média do percentual de ovos fecundados da solucdo.
E necessario um minimo de 80% de ovos fecundados em cada subamostra (ABNT,
2006; CETESB, 1999).

Figura 2. Ovos fertilizados, com destaque da membrana de fertilizacdo (ABNT, 2006).

Apo6s a contagem, foi feito o calculo da média dos valores obtidos nas trés
subamostras. Esse valor foi multiplicado pelo fator de diluicdo (100), obtendo-se assim,
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o0 numero de ovos fecundados por mL da solucdo. Com estes dados foi calculado o
volume da solugdo concentrada de ovos necessaria para se obter 300 ovos fecundados
que foram acrescentados a cada tubo teste com 10 mL da &gua a ser analisada. Este

volume foi, em média, de 65 pL.

3.7. Ensaios com a Substancia de Referéncia (DSS)

No total, cinco ensaios foram realizados. O primeiro foi realizado isoladamente
(ensaio preliminar), os quatro seguintes foram realizados em paralelo aos ensaios com
as amostras de agua superficial do complexo estuarino de Suape. Nestes testes foram
utilizados um controle (dgua do mar filtrada sem DSS) e 6 concentracdes de DSS
diluidos em agua do mar filtrada (0,125; 0,25; 0,50; 1,0; 2,0; 4,0 mg/L), cada uma com
4 réplicas, obtidas a partir de uma solucdo estoque de DSS de 1000 mg/L a 33 de
salinidade.

3.8. Ensaios com a Agua Superficial do Complexo Estuarino de Suape (CES)

Antes da andlise, as amostras foram descongeladas em ambiente fresco, arejado
e protegido dos raios e calor direto do sol. Das duas amostras armazenadas, de cada
ponto de coleta, apenas uma foi descongelada, a outra permaneceu congelada para o
caso de uma eventual necessidade de repeticdo da analise. Apds o prazo maximo de 60
dias, tais amostras eram descartadas.

As amostras estavam prontas para a analise ao atingirem uma temperatura em
torno de 25 + 1°C. Antes da andlise, foram aferidos novamente os valores da salinidade,
da temperatura, do pH e do oxigénio dissolvido. Para atingir os valores exigidos pelas
Normas, quando necessario, 0s valores da salinidade foram ajustados com salmoura
(preparada a partir do congelamento de uma amostra de dgua do mar filtrada) ou com
adicdo de agua destilada (ABNT, 2006; CETESB, 1999).

Das amostras de cada ponto foram retiradas quatro subamostras de volume de 10
mL cada. Esse volume foi colocado em tubos de ensaio de vidro de 40 mL, juntamente

com cerca de 300 ovos fertilizados de L. variegatus.

3.9. Incubacgéo, Encerramento e Leitura do Teste
Os tubos foram acondicionados em uma estante porta-tubo e levados para uma
estufa-incubadora a uma temperatura controlada de 25° C, por 28 horas. O teste foi

encerrado ap6s 28 horas, quando pelo menos 80% dos organismos no controle atingiram

12
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0 estagio de pluteus bem desenvolvido, com bragos de comprimento, no minimo, igual
ao comprimento do corpo da larva, sendo considerados individuos formados (Figura 3).
Isto foi verificado atraves da identificacdo do estidgio de desenvolvimento dos 100
primeiros organismos de uma das réplicas do controle. Passado esse tempo o contetido
foi fixado com formol tamponado com Bérax.

Para a leitura do teste, foi tomada uma aliquota de aproximadamente 1 mL de
cada tubo de ensaio e analisada em camara de Sedgwick-Rafter. O estagio de
desenvolvimento e a ocorréncia de anomalias nos 100 primeiros organismos em cada
réplica foram observados.

Primeiramente foi observado o controle, pois este deve ser utilizado como
referéncia para leitura das solugBes-teste, de maneira aleatoria. Foram considerados
anormais 0s estagios anteriores a larva pluteus, os pluteus com atraso no
desenvolvimento em relacdo ao controle e o0s organismos deformados. Estas
anormalidades sdo consideradas como efeito, devendo-se somar, em cada solugéo-teste,

o total destes organismos, sendo estes considerados individuos ndo formados.

Figura 3. Pluteus recém formado no momento do encerramento do teste (CETESB, 1999).

13
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3.10. Anélise dos Dados

Com os dados do percentual de pluteus de Lytechinus variegatus ndo formados,
foi possivel calcular a concentracéo efetiva do DSS que causa anomalias e/ou retardo ao
desenvolvimento embriolarval a 50% dos organismos-teste (CEsp), através do programa
de analise EPA PROBIT versédo 1.5.

A comparacédo do percentual de pluteus formados entre os pontos de coleta foi
feita através da ANOVA (a = 0,05), depois da verificagdo da normalidade dos dados
(Teste de Kolmogorov-Smirnov; a = 0,05) e da homogencidade das variancias (Teste de
Bartlett; o = 0,05). Quando identificadas diferencas significativas, foi utilizado o teste
de Tukey a posteriori. Para os dados que ndo se apresentaram normais ou
homoscedésticos, o teste ndo-paramétrico Kruskal-Wallis foi realizado no lugar da
ANOVA.

14
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4. RESULTADOS

4.1. Parametros Fisico-Quimicos da Agua e Pluviometria do CES
Os parametros salinidade, temperatura, oxigénio dissolvido e pH da agua do
CES foram aferidos em campo e em laboratério (antes e apds os ensaios toxicoldgicos).
Estes mesmos parametros também foram aferidos na agua do mar que foi utilizada no
grupo controle e nos ensaios com a substancia de referéncia (Tabelas 1 e 2). Os
resultados encontrados estavam dentro dos padrdes exigidos pelas Normas consultadas.
Os indices pluviométricos obtidos e cedidos pelo LAMEPE / ITEP mostraram-se

proximos a média historica para a regido (Figura 4).
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Figura 4. Total de chuvas (mm) observadas no periodo de janeiro a dezembro de 2007 e média historica
para regido do municipio do Cabo de Santo Agostinho, estacdo meteoroldgica da Barragem de Suape
(LAMEPE / ITEP, 2008).
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Tabela 1. Resultado das analises fisico-quimicas da agua superficial no Complexo Estuarino de Suape

entre maio e dezembro de 2007.

Data BM PM Ponto Hora T°C pH SAL. O.D. (mg/L)
22.Mai.2007 01:51-0,8m 08:00 - 1,8m 1 09:30 27,7 8,0 31 4,4
2 09:56 27,9 8,0 34 59
3 10:18 27,4 79 28 5,7
4 10:33 27,7 8,1 28 55
5 10:42 27,5 79 28 5,1
6 10:55 275 7.9 31 53
08.Ag0.2007 06:02 — 0,6m 12:23-1,8m 1 09:35 26,3 8,0 31 48
2 09:55 27,8 8,1 33 5,7
3 10:15 26,9 8,2 35 5,1
4 10:28 27,6 8,4 27 53
5 10:38 27,7 8,4 27 4,9
6 10:55 27,6 8,6 31 59
23.0ut.2007 08:00 - 0,4m 14:02 - 2,1m 1 09:40 28,0 79 31 4,1
2 10:18 28,0 79 31 46
3 10:31 28,2 79 32 338
4 10:58 28,6 79 31 35
5 11:12 28,8 7.9 32 45
6 11:40 28,6 79 33 4,2
11.Dez.2007 10:34 - 0,5m 16:08 - 2,1m 1 10:00 29,2 7,7 40 35
2 10:25 29,0 7,7 40 35
3 10:35 29,1 78 39 36
4 10:50 29,3 738 39 38
5 11:00 30,2 738 40 39
6 11:30 29,2 7,6 39 3,2

Obs.: BM = Baixa-mar; PM = Preamar; O.D. = Oxigénio dissolvido; SAL. = Salinidade e T°C =

Temperatura em °C.

4.2. Ensaios de Toxicidade

O presente estudo realizou cinco ensaios validos, nimero minimo necessario de
ensaios para se iniciar a confec¢do de uma carta-controle, atendendo as exigéncias das
Normas ABNT NBR 15350:2006 e CETESB L5. 250 — Maio/99. O primeiro deles foi
realizado apenas com a substancia de referéncia DSS. Os demais foram realizados com
amostras da agua superficial do Complexo Estuarino de Suape, em paralelo com os
bioensaios com DSS. Nestes ensaios considerados validos, o percentual de larva pluteus
formada, no controle, foi superior a 80% e os resultados das analises fisico-quimicas da
agua encontravam-se dentro dos limites aceitaveis para a espécie utilizada (CETESB,
1999; ABNT, 2006) (Tabelas 2).

4.2.1. Ensaios com a Substancia de Referéncia (DSS)
O controle apresentou uma média superior a 80% (84,59 *+ 1.644%) de pluteus
de L. variegatus formados. Pode-se observar que a porcentagem de pluteus ndo formado

aumenta com a concentragdo de DSS nos cinco ensaios de forma semelhante (Figura 5).

16
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Tabela 2. Resultados das analises fisico-quimicas da agua do CES, do controle e da substancia de referéncia nos bioensaios com L. variegatus.

Pontos T°C  SAL.(%) pH O.D.(mg/L) [ T°C SAL.(%) pH OD.mg/L) [ T°C SAL.(%) pH O.D.(mg/L) | T°C SAL.(%0) pH 0.D.(mg/L)

INICIAIS LAB. Maio 2007 Agosto 2007 Qutubro 2007 Dezembro 2007

Controle 25,0 32 8,1 6,4 25,0 34 8,0 47 25 34 8,0 49 25 35 8,0 6,4
DSS 0,125 mg/L 25,0 32 8,1 6,1 25,0 32 7.9 6,1 25 36 8,0 5,6 25 35 8,2 6,4
DSS 0,250 mg/L 25,0 32 8,0 6,0 25,0 33 8,0 6,2 25 35 7.9 6,3 25 35 81 6,3
DSS 0,5 mg/L 25,0 32 8,1 59 25,0 33 8,0 6,4 25 35 81 6,1 25 35 81 6,4
DSS 1,0 mg/L 25,0 32 8,1 6,0 25,0 33 8,0 6,4 25 36 81 59 25 35 81 6,6
DSS 2,0 mg/L 25,0 32 8,0 6,2 25,0 33 8,0 6,3 25 35 81 5,6 25 35 81 6,3
DSS 4,0 mg/L 25,0 32 8,0 6,1 25,0 33 8,0 6,5 25 35 81 57 25 35 81 6,5
P1 26,5 31 8,3 5,6 25,0 31 79 6,5 25 31 8,0 59 25 35 81 6,3
P2 26,4 34 8,2 54 25,0 33 8,0 57 25 31 78 55 25 34 81 6,3
P3 26,7 32 8,3 51 25,0 35 8,1 6,1 25 32 8,2 58 25 34 81 6,4
P4 26,4 32 8,4 53 25,0 33 8,1 6,0 25 31 83 54 25 34 81 6,1
P5 26,3 32 8,2 5,6 25,0 33 81 6,1 25 32 79 59 25 34 81 58
P6 27,0 31 8,1 55 25,0 31 8,0 6,5 25 33 78 6,0 25 33 79 6,2
FINAIS LAB. Maio 2007 Agosto 2007 Outubro 2007 Dezembro 2007

Controle 25 33 8,1 6,4 25,0 33 78 58 25 34 8,0 41 25 34 79 6,1
DSS 0,125 mg/L 25 33 8,0 6,1 25,0 34 7.8 6,2 25 33 7.9 47 25 35 8,0 6,1
DSS 0,250 mg/L 25 32 8,1 6,0 25,0 33 78 6,0 25 34 78 48 25 35 8,0 6,0
DSS 0,5 mg/L 25 34 8,1 59 25,0 35 78 59 25 34 78 44 25 35 8,0 6,2
DSS 1,0 mg/L 25 33 8,1 6,0 25,0 34 7.8 58 25 35 7.9 4,2 25 36 8,0 58
DSS 2,0 mg/L 25 34 8,0 6,2 25,0 33 78 58 25 35 78 48 25 35 8,2 6,3
DSS 4,0 mg/L 25 33 8,1 6,1 25,0 33 78 58 25 34 78 48 25 34 8,0 6,2
P1 25 37 8,1 5,6 25,0 31 7.8 6,0 25 34 8,0 47 25 34 81 6,3
P2 25 35 8,1 54 25,0 32 79 6,3 25 33 8,0 48 25 35 7,9 6,2
P3 25 35 8,1 51 25,0 32 79 6,0 25 34 8,0 49 25 35 81 6,5
P4 25 38 8,0 53 25,0 32 74 6,2 25 33 8,0 47 25 35 8,0 6,4
P5 25 36 8,0 5,6 25,0 32 75 59 25 34 8,0 4,6 25 34 8,0 6,7
P6 25 40 8,1 55 25,0 32 75 59 25 33 8,0 43 25 32 8,0 6,7

Obs.: 0O.D. = Oxigénio dissolvido; SAL. = Salinidade; T°C = Temperatura em °C e LAB. =

Laboratorio.
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Figura 5. Média (x desvio padrdo) do percentual de pluteus ndo formados de L. variegatus em funcdo da
concentragdo de Dodecil Sulfato de Sédio - C;,H,5Na0,S (DSS) em cada um dos 5 bioensaios realizados. Ensaio | =
Ensaio Preliminar; Ensaio Il = Maio/2007; Ensaio Il = Agosto/2007; Ensaio IV = Outubro/2007 e Ensaio V =
Dezembro/2007.

Os individuos coletados da populacdo de L. variegatus na praia de Muro Alto
apresentaram uma CEsg de 1,83 + 0,798 mg/L de DSS (Figura 6). Este valor representa a média

provisodria e apresentou um coeficiente de variacao de 43,61%.
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Figura 6. Valores (+ desvio padrdo) da CEs, em mg/L do Dodecil Sulfato de Sodio - C;,H2sNa0,S (DSS) ap6s 28
horas em cada um dos 5 bioensaios com L. variegatus coletados em Muro Alto — PE, Brasil.

4.2.2. Ensaios com a Agua Superficial do Complexo Estuarino de Suape (CES)
Todos os ensaios com a agua superficial do complexo estuarino de Suape tiveram a

duracéo de 28 horas. Os dados do percentual de pluteus formados, nas quatro analises realizadas,
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mostraram-se normais (K-S Test — p>0,05), porém apenas os dados da anélise do més de outubro
de 2007 mostraram-se homoscedasticos (Teste de Bartlett — p>0,05). Sendo assim, apenas 0s
dados da anélise de outubro de 2007 foram tratados com a ANOVA. Os dados dos demais meses
foram tratados com o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis.

No més de maio de 2007, o percentual de pluteus formados variou significativamente
entre os pontos (K-W = 15,333; p = 0,017). O teste de Tukey identificou que apenas o ponto 6 foi

diferente dos demais, sendo o Unico a apresentar sinais de toxicidade (Figura 7).
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Figura 7. Média (£ desvio padrdo) do percentual de pluteus formados de L. variegatus no controle e nos pontos de
coleta em cada um dos meses de ensaios. As letras a, b e ¢ mostram as diferengas significativas (p < 0.05) no teste de

Tukey.

No més de agosto de 2007, o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis evidenciou
diferencas significativas entre os pontos (K-W = 17,459; p = 0,007). O teste de Tukey indicou

que os pontos 1, 2 e 3, ndo apresentaram diferencas significativas em relagdo ao controle. Os
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pontos estatisticamente diferentes do controle foram os pontos 4, 5 e 6, sendo 0 ponto 4 0 que
apresentou menor percentual de pluteus de L. variegatus formados (Figura 7).

No més de outubro de 2007, o percentual de pluteus formados variou significativamente
entre os pontos (F = 29,950; p<0,00001). O teste de Tukey indicou que todos os pontos foram
diferentes do controle, apresentando toxicidade. Novamente o ponto 4 foi o que apresentou
menor porcentagem de pluteus de L. variegatus formados. Os pontos 1, 2, 3, 5 e 6, ndo foram
estatisticamente diferentes entre si (Figura 7).

Na anélise do més de dezembro de 2007, o percentual de pluteus formados variou
significativamente entre os pontos (F = 31,039; p<0,00001). O teste de Tukey evidenciou que os
pontos 1 e 2 foram o0s Unicos que ndo apresentaram toxicidade, ndo sendo significativamente
diferentes do controle. Os demais pontos foram estatisticamente diferentes do controle. Nesta
analise, o ponto 6, seguido do ponto 3, foram 0s que apresentaram menor percentual de pluteus
de L. variegatus formados (Figura 7).

A toxicidade nos pontos de coleta variou para cada més analisado (Figura 8). O ponto 6
apresentou toxicidade em todos os meses analisados, ficando sua média de pluteus formados em
47,5 + 16,7%. O més de outubro apresentou a pior situacdo com toxicidade em toda area

estudada.
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5. DISCUSSAO

Os organismos-teste foram submetidos a testes com a substancia de referéncia onde sua
condicdo de sensibilidade e/ou resisténcia foi avaliada. Estes testes s&o especialmente
importantes quando os organismos-teste utilizados sdo obtidos em campo, pois suas condigdes de
resisténcia tém que ser avaliadas antes do inicio dos testes. Os testes com a substancia de
referéncia DSS, no presente estudo, apresentou uma CEso média (n = 5) de 1,83 £ 0,798 mg/L.
Esta média é considerada provisoria, pois segundo a ABNT (2006) e a U.S.EPA (1994), na
impossibilidade de se calcular uma media com os valores de vinte testes com a substancia de
referéncia, pode-se calcular uma média provisoria com os resultados de cinco testes. Os
resultados da CEsp dos cinco ensaios realizados no presente estudo encontraram-se dentro dos
limites de controle (+ 2 desvio padrdo), sendo considerados validos para composicdo da carta-
controle (ABNT, 2006; U.S.EPA, 1994). No entanto o coeficiente de variacao foi alto.

Segundo Abessa & Sousa (2003), estudando a sensibilidade do Amphipoda Tiburonella
viscana ao dicromato de potassio (K,Cr,0;) e seguindo recomendac¢des da Environment Canada,
o valor maximo aceitavel do coeficiente de variacdo (CV) é de 30%. Provavelmente, no decorrer
da realizacdo de mais testes de referéncia para confeccdo de uma carta-controle com n = 20, essa
variacdo diminuira, chegando a valores com menor variacao.

Cesar et al. (2002), seguindo recomendacGes da U.S.EPA, Environment Canada e
CETESB (1999), utilizando o DSS como substancia de referéncia, encontrou resultados mais
precisos com n = 6. Este autor, utilizando as espécies de ouricos-do-mar Arbacia lixula Linnaeus,
1758; Paracentrotus lividus Lamarck, 1816 e Sphaerechinus granularis Lamarck, 1816, obteve
um CV para estas trés espécies de 3,33% (n = 6); 6,79% (n = 6) e 1,78% (n = 5),
respectivamente. Estes dados demonstram que a populacdo de L. variegatus da praia de Muro
Alto — PE apresenta uma grande variagdo em sua sensibilidade ao DSS quando comparada com
estas espécies.

Cesar et al. (2002) ainda calculou o Clsp (Concentragdo de Inibi¢do a 50% da populagéo)
de DSS para as trés espécies estudadas: 1,56 + 0,06 mg/L (A. lixula); 1,49 £+ 0,04 mg/L (P.
lividus) e 1,65 £ 0,04 mg/L (S. granularis) de DSS. Estes dados estdo mais proximos aos
encontrados no presente trabalho (1,83 + 0,798 mg/L). Ainda assim, quando observado a CEsg
média £ desvio padréo, percebe-se uma maior variacdo nos dados obtidos para L. variegatus, no

presente estudo. Em Cesar et al. (2004), utilizando as mesmas espécies citadas anteriormente (A.
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lixula, P. lividus e S. granularis), a Clsp manteve a mesma média (1,55 + 0,17 mg/L; 1,48 + 0,34
mg/L e de 1,59 % 0,22 mg/L, respectivamente). Desta forma, observa-se que a sensibilidade ao
DSS que L. variegatus apresenta pode ser considerada semelhante a encontrada nestas especies.

Estudando a toxicidade de compostos organicos para o desenvolvimento de embrides e o
comprimento larval de invertebrados marinhos, Bellas et al. (2005), encontrou para o ourigo-do-
mar P. lividus, uma CEsy; — 48 horas de 4,277 mg/L de DSS. Quando comparado a estes
resultados, L. variegatus possui uma sensibilidade maior ao DSS do que P. lividus. Bellas et al.
(2005), ainda cita outros valores de CEsq de DSS para P. lividus (4,157 mg/L — 24 horas); L.
variegatus (2,7 mg/L — 24 horas) e Echinometra lucunter (3 mg/L — 36 horas).

Os ensaios com a substancia de referéncia DSS mostraram que a populagdo de L.
variegatus coletada na praia de Muro Alto — PE, apesar de algumas variagdes na sua
sensibilidade, encontrava-se em boas condicdes para ser utilizada nos ensaios toxicoldgicos para
a avaliacdo da &gua superficial do complexo estuarino de Suape.

Sendo assim, a primeira andlise foi realizada no més de maio de 2007. Esta analise
indicou que apenas a estacdo de coleta do estuario do rio Massangana (ponto 6) apresentava
toxicidade na agua. Neste ponto, em laboratério (Tabela 2), o valor da salinidade, ao final do
experimento, encontrou-se em 40, valor superior ao recomendado pelas Normas consultadas.
Porém, este fato, pode ndo ter contribuido para o baixo percentual de formacédo de pluteus, pois 0
ponto 4 e 0 ponto 1, no mesmo més, apresentaram salinidades de 38 e 37, respectivamente e, 0
percentual de formacdo de pluteus nestes pontos, ndo foram estatisticamente diferentes do
controle.

No més de maio de 2007, as coletas foram realizadas na mare vazante entre as 09:30 e
10:55 horas da manhd (preamar 08:00 — 1,8 m; Tabela 1). Nestes horarios a altura da maré estava
entre 1,56 — 1,32 m, aproximadamente. Este fato pode ter contribuido para a baixa incidéncia de
pontos evidenciando toxicidade, pois a renovacdo da agua local pelo aporte das aguas trazidas
pela maré alta pode ter diluido os possiveis poluentes existentes nas dguas carreadas pelos rios
Tatuoca e Massangana até o local das estacGes de coleta.

A maré alta também poderia trazer poluentes origindrios da area interna do porto de
Suape, pois um dos principais acessos das aguas oceanicas para a parte interna do porto € o canal

de navegacao, que tem comunicacéo direta com o Oceano Atlantico.
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Historicamente, 0 més de maio esta inserido no periodo de maior precipitacdo para a
regido (Neumann et al., 1998; FADE, 2006 e LAMEPE/ITEP, 2008). Segundo LAMEPE/ITEP
(2008), os maiores indices de precipitacdo para a regido estudada, no ano de 2007, ocorreram
entre 0s meses de margo e agosto, e 0s menores indices entre os meses de setembro e fevereiro.

As aferi¢Oes de salinidade em campo em maio de 2007 mostraram que os pontos 1, 2 e 6
indicavam maior predominancia de dguas marinhas com salinidades entre 31 e 34, enquanto 0s
demais pontos apresentavam salinidades igual a 28 (Tabela 1), indicando maior influéncia de
agua doce nos pontos 3, 4 e 5.

No presente estudo, independente do indice de precipitacdo (estacdo seca ou chuvosa), 0
ponto de coleta do estuario do rio Massangana (ponto 6) sempre indicou toxicidade para a dgua
superficial. No riacho Algodoais, afluente do rio Massangana, Mendonca (2005) usando como
organismos-teste a fotobactéria Vibrio fischeri e o microcrustaceo Daphnia magna, detectou
toxicidade nos efluentes de trés empresas dos setores de bebida, metalurgia e téxtil. No riacho,
também foram detectados valores de toxicidade a jusante das trés empresas.

A coleta para a segunda andlise foi realizada em agosto de 2007, final do periodo
chuvoso. As coletas foram realizadas na maré enchente entre as 09:35 e 10:55 horas da manha
(preamar 12:23 — 1,8 m; Tabela 1). Nestes horarios a altura da maré estava entre 1,3 — 1,6 m,
aproximadamente. O percentual de pluteus formados nos pontos caiu, de forma que, além do
ponto 6, 0s pontos 4 e 5 passaram a apresentar toxicidade. No més de agosto, nos pontos 1, 2, 3 e
6, as salinidades encontradas variaram entre 31 e 35, nos pontos 4 e 5 a salinidade foi igual a 27
(Tabela 1), indicando maior influéncia de dgua doce nestes pontos.

Segundo dados mencionados pela FADE (2006), uma elevada salinidade (34,8) apresenta-
se, principalmente, na baia de Suape e, no seu trecho inferior, nos estuarios dos rios Tatuoca e
Massangana, com valores variando, entre os periodos chuvosos e de estiagem, entre 27 e 37,5. As
menores salinidades foram observadas na camada superficial das aguas da foz do estuario do rio
Tatuoca no periodo chuvoso, na baixa-mar, quando € maior a influéncia da descarga do rio
Tatuoca e menor a influéncia das marés na baia de Suape.

A FADE (2006) também evidencia que a vazao do rio Tatuoca é inferior a vazdo do rio
Massangana. Estes dados apontam um provavel padrdo de circulagdo das 4guas na baia de Suape,
no sentido Norte — Sul. Tal fato geraria maior influéncia do aporte de 4gua do rio Massangana
sobre o aporte de agua do rio Tatuoca, ja que as aguas do rio Massangana sao deslocadas no
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sentido sul pela forca da agua marinha que entra na baia de Suape pela abertura norte nos
arrecifes de arenito.

Desta forma, relinem-se evidéncias para sugerir que a toxicidade encontrada nos pontos de
coleta 4, 5 e 6, no més de agosto de 2007, pode ter sido causada por um possivel aporte de
poluicdo advindo do rio Massangana que ganhou intensidade com as chuvas do periodo.

Nilin et al. (2007), avaliando a qualidade das &guas do estuério do rio Ceara, usando o
teste de toxicidade embriolarval do ourigo-do-mar L. variegatus, relaciona a maior toxicidade
encontrada, na maior parte das suas estacfes de coleta, a proximidade da confluéncia entre o rio
Ceard e o0 rio Maranguapinho, que recebe efluentes do distrito industrial de Maracanad. Das
quatro estacGes de coleta analisadas em seu estudo, duas delas (as mais prdximas ao rio
Maranguapinho) apresentaram toxicidade durante todo o periodo chuvoso, outra, um pouco mais
distante, apresentou toxicidade em apenas dois meses deste periodo.

A andlise realizada no més de outubro de 2007, ja entdo no inicio do periodo de estiagem,
apresentou os piores resultados para o percentual de pluteus formados. Neste més, todos os
pontos passaram a apresentar toxicidade, sendo o ponto 4 o pior de todos. As coletas foram
realizadas na maré enchente entre as 09:40 e 11:40 horas da manha (baixa mar 08:00 — 0,4 m;
Tabela 1). Nestes horérios a altura da maré estava entre 0,9 — 1,44 m, aproximadamente. As
estacOes de coleta apresentaram aguas com salinidades variando entre 31 e 33, provavelmente por
se tratar de um més que caracteriza a estacdo de estiagem e por causa da maré enchente, fazendo
com que as aguas marinhas tivessem maior influéncia sobre as aguas fluviais naquele momento.

Ainda no més de outubro, observou-se o inicio da construcdo de uma via que cortava o rio
Tatuoca na altura entre 0 ponto 1 e o0 ponto 2, o que ndo permitiu que o barco utilizado para as
coletas alcancasse o ponto 1. Desta forma, a posi¢do do ponto 1 foi transferida para um local a
jusante da obra, onde o barco pudesse navegar sem risco de encalhamento, ficando mais proxima
do ponto 2.

Levando em consideracdo que as aguas do rio Massangana possuem uma vazdo mais
forte em relagéo as do rio Tatuoca, e que o més de outubro caracteriza o periodo de estiagem,
pode se considerar que 0s possiveis poluentes existentes nas aguas do rio Massangana
conseguiram contaminar as dguas dos pontos 5, 4 e, provavelmente, 3. Possivelmente, poluentes
existentes nas areas adjacentes ao canal de navegacéo e a parte interna do porto de Suape, podem
ter contribuido com a contaminacgéo das dguas dos pontos de coleta do rio Tatuoca (pontos 1, 2 e
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3). Com uma menor quantidade de chuvas no més de outubro e somando-se a uma mare
enchente, as aguas do rio Massangana e as aguas das areas adjacentes ao porto interno de Suape,
respectivamente, conseguiram maior influéncia sobre as aguas do rio Tatuoca.

Araujo-Castro et al. (2006), investigando a toxicidade do sedimento integral (fase sélida)
da baia de Suape usando o Copepoda Harpacticoida Tisbe biminiensis como organismo-teste, ndo
evidenciou toxicidade letal, nem subletal, em um ponto localizado em frente a &rea interna do
porto de Suape (no canal de navegacdo). Contudo, na foz do estuario do rio Massangana, no
periodo seco (fevereiro), foi evidenciado toxicidade letal para T. biminiensis. No mesmo ponto,
no periodo chuvoso (junho), o nivel de toxicidade encontrado provocou efeito subletal para T.
biminiensis. No mesmo estudo, tanto no periodo seco como no periodo chuvoso, ndo foi
evidenciada toxicidade para T. biminiensis, em um ponto de coleta localizado no estuario do rio
Tatuoca. Estes resultados indicaram uma diferenca na disponibilidade de contaminantes entre as
estacOes seca e chuvosa, apontando as aguas do rio Massangana como a principal carreadora dos
possiveis poluentes que influenciam a area. Também indicaram que o porto interno de Suape, em
2003, nao parecia ser responsavel pela toxicidade encontrada na area, o que corrobora as
conclusdes do presente estudo.

Segundo FADE (2006) os estuarios do rio Tatuoca e Massangana apresentam condicdes
hidroldgicas dentro dos padrdes normais para areas costeiras com baixos niveis de poluicéo,
evidenciando que estas areas, sob a influéncia direta do porto de Suape, ndo sofrem prejuizo
detectavel até o0 momento proveniente de efluentes liquidos resultantes das atividades portuarias
ou industriais.

Um dos pontos avaliados pela FADE (2006) foram os niveis de am6nia ndo ionizada nas
aguas dos estuarios dos rios Tatuoca e Massangana. Tais niveis variaram de <0,001mg/L na
preamar, até 0,007mg/L na baixa-mar. Segundo as Normas Técnicas consultadas, uma
concentracdo de 0,05 mg/L de amdnia ndo ionizada, isoladamente, ja pode causar efeitos toxicos
ao desenvolvimento embriolarval do ourico-do-mar L. variegatus. Desta forma, segundo estes
dados, as aguas coletadas nos rios Tatuoca e Massangana, encontravam-se com niveis seguros de
amonia ndo ionizada para a realizagdo dos testes com o ourigo-do-mar L. variegatus.

Entretanto, apesar do que cita a FADE (2006), outra possivel fonte de poluentes pode ter
sido as aguas do rio Tatuoca. A nascente do rio Tatuoca esta localizada em uma area cortada por

rodovias e vizinha a empreendimentos industriais, com principal influéncia das areas de
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plantacdo de cana-de-agucar da indudstria sucroalcooleira. As chuvas do periodo de maior
precipitacdo para o local (de abril a agosto) (LAMEPE/ITEP, 2008), podem ter lixiviado, para as
aguas do rio Tatuoca, residuos dos efluentes industriais (vinhoto) e insumos utilizados nas
plantacdes de cana-de-agucar vizinhas (fertilizantes e/ou agrotdxicos etc.).

Em seus estudos Gunkel et al. (2006), avaliando a influéncia da industria da cana-de-
acucar nas aguas do rio Ipojuca (Ipojuca — PE), relata que os residuos e insumos da industria e
das plantacGes de cana-de-acucar, podem contaminar significativamente as dguas do rio Ipojuca
um ou dois dias ap06s chuvas torrenciais. Contudo, o presente estudo s6 evidenciou toxicidade
para 0s pontos do rio Tatuoca em outubro (pontos 1, 2 e 3) e dezembro (ponto 3), meses com a
menor precipitacao registrada para o periodo (LAMEPE/ITEP, 2008). Residuos de combustiveis,
lubrificantes e seus derivados, das rodovias que cruzam o local, também podem ter contribuido
neste sentido. O rio Tatuoca poderia ter acumulado todos esses residuos, durante o periodo
chuvoso, que mostraram seus sinais logo que as chuvas diminuiram no més de outubro.

Segundo Gunkel e seus colaboradores (2006), o impacto dos efluentes das plantacdes de
cana-de-acucar (vinhoto) nas &guas do rio Ipojuca é demonstrado pelas mudancas na
concentracdo de oxigénio, sendo os valores minimos encontrados na estacdo seca (de outubro a
marco). Algo semelhante pode ocorrer as aguas dos rios Tatuoca e Massangana e,
consequentemente, as aguas do complexo estuarino de Suape, pois estdo localizados em area
muito proxima a do rio Ipojuca e aos mesmos fatores que influenciam na qualidade de suas
aguas. No presente estudo, justamente em outubro foram encontrados os piores resultados.

Os dados obtidos na analise do més de dezembro de 2007, periodo de estiagem, mostram
que 0s pontos 1 e 2 ndo apresentaram mais toxicidade apesar dos demais pontos ainda
apresentarem. As coletas foram realizadas na maré enchente entre as 10:00 e 11:30 horas da
manha (baixa mar 10:34 — 0,5 m; Tabela 1). Nestes horéarios a altura da maré estava entre 0,6 —
0,8 m, aproximadamente. As estacOes de coleta apresentaram aguas com salinidades muito altas
(39 — 40; Tabela 1), mostrando forte influéncia das aguas marinhas, provavelmente pelo fato do
periodo de estiagem diminuir a for¢a das aguas dos rios e da mare ter comecado a encher.

O periodo de estiagem pode explicar a presenca dos sinais de recuperagdo dos pontos de
coleta 1 e 2, pois a forte influéncia exercida pelas aguas do rio Massangana sobre as do rio

Tatuoca, pode ter diminuido pela falta das chuvas e pela maior influéncia das aguas marinhas.
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A obra da estrada que cruza o rio Tatuoca, observada em seu periodo inicial no més de
outubro, no més de dezembro j& se encontrava quase concluida e barrando, consideravelmente, as
aguas do rio Tatuoca, fazendo com que as aguas marinhas tivessem maior influéncia naquele
momento.

Sendo assim, caso a toxicidade encontrada no més de outubro de 2007 fosse originaria
exclusivamente do canal de navegacao e da area interna do porto de Suape, deveria ter se repetido
em dezembro, porém ndo foi o que ocorreu. Em dezembro, os pontos de coleta 1 e 2 nao
apresentaram toxicidade. O ponto 4 ainda mostrava sinais de toxicidade, porém também indicava
sinais de recuperacao, seguido do ponto 3 (Figura 6). Estes resultados corroboram a hip6tese na
qual o porto interno de Suape, até o momento, ndo € considerado responsavel principal pelos
sinais de poluicdo encontrados na area. Os resultados obtidos na analise do més de dezembro de
2007, também reforcam a hipoOtese na qual as &guas do rio Tatuoca, junto com as do rio
Massangana, sdo as principais responsaveis pelo carreamento de substancias toxicas para o
Complexo Estuarino de Suape.

Os resultados obtidos no presente trabalho sdo referentes a efeitos crénicos de curta
duracdo observados no desenvolvimento embriolarval de L. variegatus, indicando assim que a
regido estudada ainda né@o se encontra em condi¢cfes alarmantes de poluicdo, mas que sinais do
impacto causado pelas atividades porto-industriais implantadas na regido, e outras atividades
existentes em seu entorno (como a industria sucroalcooleira), ja estdo sendo percebidos e
identificados nos ecossistemas que compde o Complexo Estuarino de Suape.

A regido carece de monitoramento constante para acompanhar e mitigar os possiveis
impactos causados pelo crescimento e ampliagdo do Complexo Porto-Industrial de Suape. O
presente estudo € apenas uma parte pequena do trabalho que deve ser realizado na regido.

Ainda sdo necessarios mais estudos de monitoramento para se compreender, de maneira
mais efetiva, os principais aportes de poluicdo que comprometem a salde ambiental do
Complexo Estuarino de Suape.

Analises ecotoxicoldgicas com amostras ndo so da agua, mas também do sedimento, sdo
necessarias para melhor compreensdo do processo de acumulagdo e biodisponibilizacdo de

possiveis poluentes originarios das atividades porto-industriais executadas nesta regiao.
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6. CONCLUSOES

e Embasando-se nas recomendacdes das Normas consultadas, os dados obtidos em relacéo
a CEso de DSS para L. variegatus podem ser considerados validos para iniciar a confeccéo

de uma carta-controle;

e O valor da CEsp de DSS encontrada para L. variegatus, no presente estudo, esta proximo
aos valores encontrados por outros trabalhos que avaliaram a sensibilidade de outras
espécies de ourico-do-mar ao DSS, além do L. variegatus;

e Existe a necessidade de mais ensaios (n = 20) com a substancia de referéncia DSS para se
verificar a consisténcia na sensibilidade e na precisdo nos dados sobre a populacao local

de L. variegatus a esta substancia;

e Atualmente, a metodologia de ensaio com o desenvolvimento embriolarval do ourigo-do-

mar ja faz parte da rotina dos experimentos ecotoxicoldgicos realizados pelo LACE;

e Os resultados obtidos no presente estudo apontam para uma provavel diferenca na
disponibilidade de contaminantes entre as estacdes seca e chuvosa. As variaces de maré

também podem ter influenciado na disponibilidade e concentracdo desses contaminantes;

e A toxicidade nas aguas superficiais do Complexo Estuarino de Suape, para o periodo
estudado, é mais importante ao final do periodo chuvoso (agosto) e no inicio do periodo
de estiagem (outubro). Os locais mais afetados por esta toxicidade estdo localizados mais

préximos ao estuario do rio Massangana.
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CAPITULO 1I

Avaliacédo Toxicologica de Sedimentos Utilizando o Echinodermata Lytechinus
variegatus e o Copepoda Tisbe biminiensis como Organismos-teste em

Diferentes Métodos
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RESUMO

Por ter a capacidade de concentrar substancias organicas e inorganicas, o sedimento torna-
se um dos compartimentos mais importantes na avaliacdo toxicologica dos ecossistemas
aquaticos. As variaveis nos ensaios toxicologicos com sedimentos podem envolver a duracdo do
ensaio, 0s organismos-teste utilizados, a metodologia e a fase do sedimento a ser testada (fracéo
solida ou liquida). O presente estudo avaliou as respostas apresentadas pelos organismos-teste,
Lytechinus variegatus e Tisbe biminiensis, utilizados nas metodologias da fase sélida (sedimento
integral), do elutriato e da interface sedimento-agua. O sedimento controle foi coletado no
estuario do rio Maracaipe — PE e o sedimento teste foi coletado no estuario do rio Massangana
(Suape — PE), nos meses de outubro e dezembro de 2007. Os testes utilizando o desenvolvimento
embriolarval de L. variegatus, ndo puderam ser validados, pois o percentual de individuos em
estagio de larva pluteus, no controle, foi abaixo do exigido pelas Normas Técnicas consultadas.
Em outubro e dezembro de 2007, a sobrevivéncia das fémeas de T. biminiensis, segundo o teste
ndo paramétrico Kruskal-Wallis, ndo apresentou diferencas significativas entre as médias das
estacdes de coleta, sendo assim, o sedimento testado ndo provocou efeito letal. Em outubro de
2007, a fecundidade e o numero de copepoditos na prole, segundo a ANOVA bi-fatorial,
apresentaram diferencas significativas entre as médias das estaces de coleta (na metodologia da
fase solida), dessa forma, evidenciando que o sedimento testado provocou efeito subletal em T.
biminiensis. Em dezembro de 2007, apenas o numero de copepoditos na prole, segundo a
ANOVA bi-fatorial, apresentou diferencas significativas entre as médias das estacdes de coleta
(na metodologia da fase solida). As metodologias do elutriato e da interface sedimento-agua nao
evidenciaram qualquer efeito téxico do sedimento testado (seja agudo ou crénico) para T.
biminiensis. Este fato pode estar relacionado com o tipo de poluente e a qual fracdo do sedimento
ele esta mais ligado. Os resultados do presente estudo sugerem que substancias toxicas (a
exemplo dos hidrocarbonetos ou metais pesados) podem estar ligadas as particulas finas do
sedimento (fragdo solida < 63um) e que substancias toxicas, tais como a aménia ndo-ionizada,
podem ser disponibilizadas a agua sobrejacente ap0s acdo mecanica que promova revolvimento

dos sedimentos, ou pelo fluxo de substancias atraves da interface sedimento-agua sobrejacente.

Palavras — chave: Tisbe biminiensis, toxicidade, elutriato, interface sedimento-agua.
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1. INTRODUCAO

O crescente acimulo de compostos quimicos no ambiente aquatico tem causado efeitos
toxicos para a biota de varios ecossistemas. A industrializacdo e urbanizacdo em areas litoraneas
vém contribuindo para a contaminacdo e degradacdo de ambientes costeiros através da poluicdo
quimica e fisica, colocando em risco o equilibrio de ecossistemas importantes a exemplo das
baias, dos estuarios e dos manguezais (Araujo-Castro et al., 2009; Moore et al., 2004; Onorati et
al., 1999; Souza & Sampaio, 2001).

A consequiéncia desta situacdo é que grande parte do desequilibrio ambiental gerado pelos
residuos indutriais, esgotos domésticos e destruicdo de habitats naturais (pela agdo antropica)
ocorrem em areas de grande significancia bioldgica e econdbmica que sdo susceptiveis a impactos
ecologicos e ambientais. Além disso, 0s contaminantes que acompanham tais residuos, ainda
podem ser acumulados no tecido animal e, transferidos através da teia alimentar, trazer também,
prejuizos ao homem, representando uma importante fonte de riscos a saude publica através da
ingestao de frutos do mar contaminados (Moore et al., 2004; Abessa et al., 2006).

No entanto, alguns residuos quimicos, que inicialmente contaminam as aguas dos
ecossistemas costeiros, tendem persistir no ambiente aquatico depositando-se e associando-se aos
sedimentos. Desta forma, os sedimentos podem agir como um compartimento reservatorio (uma
fonte crénica de contaminantes) de alguns compostos quimicos persistentes que possuam, por
exemplo, metais pesados e hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS) em sua composi¢ao.
Tais compostos, quando se tornam biodisponiveis, podem agir de forma teratogénica, deletéria,
ou acumular-se nos tecidos dos organismos, causando efeitos agudos (letalidade) e/ou cronicos
(reproducdo) as comunidades bidticas que vivem ou entram em contato com este sedimento
contaminado (Pusceddu et al., 2007; Geffard et al., 2003; Green et al., 1993; Abessa et al., 2006;
Hyotyldinen & Oikari, 1999; Baumard et al., 1998).

Por ter a caracteristica de acumular contaminantes orgénicos e inorgénicos (de origem
antropogénica ou ndo), o sedimento torna-se um dos compartimentos mais importantes a serem
estudados na avaliagdo toxicoldgica dos ecossistemas aquéticos. Contudo, para tais
contaminantes tornarem-se biodisponiveis, principalmente quando se trata de sedimentos
estuarinos, dependem das caracteristicas fisico-quimicas e geologicas dos sedimentos e das

caracteristicas biologicas, fisioldgicas e ecologicas da biota, que podem interferir neste processo



Araljo, R. V. J. Avaliacdo Toxicolégica de Sedimento Utilizando o Echinodermata... 37

(Pusceddu et al., 2007; Abessa et al., 2006; Baumard et al., 1998; Chapman, 2002; Moore et al.,
2004; Beiras et al., 2003a e b).

As analises quimicas foram as primeiras abordagens na avaliacdo da contaminagdo dos
sedimentos. Porém, isoladamente, tais andlises consistem em identificar e quantificar a
contamina¢do no sedimento. Da mesma forma, avaliagcbes toxicoldgicas, ecoldgicas ou
ambientais, isoladamente, ndo vao identificar os compostos quimicos responsaveis pelos efeitos
bioldgicos observados (Abessa et al., 2006; Chapman, 2002; Chapman et al., 2002).

As estratégias de monitoramento da poluicdo marinha frequentemente empregam a
integracdo de pardmetros quimicos e biologicos nas avaliagdes de risco ambiental, através do
emprego de estudos de toxicologia ambiental e/ou ecotoxicolégicos. Em geral, estudos
toxicoldgicos (ambientais e ecoldgicos), procuram entender os tipos de efeitos causados por
substancias quimicas, os processos bioguimicos e fisioldgicos responsaveis por tais efeitos e a
sensibilidade de diferentes tipos de organismos expostos a estas substancias (Onorati et al., 1999;
Beiras et al., 2003b; Geffard et al., 2003; Pusceddu et al., 2007; Abessa et al., 2006; Chapman,
2002; Chapman et al., 2002; Moore et al., 2004).

No estudo toxicoldgico dos sedimentos, € importante avaliar as duas principais vias de
exposicdo: a fracdo liquida do sedimento e a fragdo sdlida. As metodologias utilizando a &gua
intersticial, elutriato e interface sedimento-dgua (ISA), sdo as mais freqlientes técnicas de
investigacdo para a compreensdo dos efeitos bioldgicos da fase sollvel dos poluentes. Testes com
a fase solida do sedimento (sedimento integral), podem ser realizados com sedimento integral
coletado em campo ou com sedimento preparado em laboratério a partir da adi¢do de substancias
(Abessa et al., 2006; Araujo-Castro et al., 2009; Green et al., 1993; Pusceddu et al., 2007).

No presente estudo, serdo utilizadas as metodologias da fase solida, do elutriato e da
interface sedimento-agua; juntamente com o0s organismos-teste Lytechinus variegatus e Tisbe
biminiensis. A metodologia da fase solida utiliza organismos representativos do bentos
(epibentbnicos) nos ensaios toxicologicos, permitindo a exposi¢do destes organismos-teste aos
possiveis contaminantes existentes associados ao sedimento, via ingestdo e/ou contato direto
(Araujo-Castro et al., 2009; Araujo-Castro, 2008; Green et al., 1993).

A metodologia do elutriato realiza a agitacdo do sedimento com a agua de diluigdo (agua
do mar filtrada), com posterior separacdo da parte liquida, parte esta utilizada no ensaio

toxicoldgico. Este método permite a utilizacdo também de organismos ndo representativos do
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bentos. O método do elutriato expde 0s organismos-teste aos possiveis contaminantes existentes
no sedimento, agora dispersos na coluna d’agua, que estejam biodisponiveis, via contato direto (e
via ingestdo, no caso dos organismos filtradores) (ABNT, 2006; Geffard et al., 2003; Abessa et
al., 2006).

A metodologia da interface sedimento-agua ndo permite o contato direto entre os
organismos-teste e 0 sedimento, pois, estes sdo separados por uma malha. Também ndo permite
efeitos via ingestdo, permitindo apenas o contato com a fase soltvel dos contaminantes que, por
ventura, estejam saindo do sedimento e se disponibilizando na dgua sobrejacente (ABNT, 2006;
Pusceddu et al., 2007; Anderson et al., 2001).

Para cada tipo de metodologia utilizada, sera necessario um organismo-teste aplicavel a
ela. Existem organismos-teste que sdo vidveis a mais de um tipo de metodologia, desta forma,
tornando possivel a investigacdo de diferentes fracdes do sedimento ao mesmo tempo e com o
mesmo organismo. O modelo adequado de organismo-teste deve pertencer a certos grupos
taxondmicos representativos dos ecossistemas aquaticos, pois, sua posi¢do na cadeia alimentar
marinha é muito importante, em especial no que se refere a transferéncia de energia. E por razbes
praticas, esse organismo deve ser abundante, de facil obtencdo, amplamente distribuido,
gerenciavel experimentalmente em laboratorio, além de ja ter sido alvo de estudos
ecotoxicolégicos anteriores (Chapman, 2002; Raisuddin et al., 2007; Aradjo-Castro et al., 2009;
Beiras et al., 2003a).

Entre outras espécies, 0 ourico-do-mar Lytechinus variegatus ¢ um dos animais marinhos
mais utilizados como organismo-teste em bioensaios de poluicdo marinha. Isso se deve ao seu
grande alcance geografico e abundancia, tornando-o uma espécie potencialmente importante,
podendo prover um répido e sensivel modelo para avaliacdo de contaminantes. Diferentes
anomalias no desenvolvimento embriolarval do ourico-do-mar sdo induzidas pelas dguas poluidas
contendo metais pesados, HPAs entre outros poluentes (ABNT, 2006; CETESB, 1999; Bottger &
McClintock, 2001; Kobayashi & Okamura, 2004; Siikavuopio et al., 2004; Cesar et al., 2004;
Losso et al., 2007; Pusceddu et al., 2007). A ABNT (2006) indica a utilizacdo do
desenvolvimento embriolarval destes organismos nos ensaios com agua intersticial, elutriato e
interface sedimento/agua.

Os copépodos marinhos harpacticoides benténicos do género Tisbe vém sendo

frequentemente utilizados em testes letais e subletais de toxicidade, em fungéo de sua facilidade
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de cultivo, facilidade de alimentagdo, alta fecundidade e resisténcia as condicOes laboratoriais. O
género Tisbe também possui outras vantagens, tais como um ciclo de vida curto, tamanho
reduzido e sensibilidade a um grande numero de substancias quimicas. O seu tamanho reduzido
facilita a realizacdo dos testes, barateando os mesmos, e seu habito epibentdnico possibilita testar
poluentes tanto na fase aquosa quanto aqueles ligados aos sedimentos (Miliou et al., 2000;
Thomas et al., 2003; Araljo-Castro et al., 2009; Souza-Santos et al., 2006; Pinto et al., 2001)
Bengtsson, 1978; Hutchinson et al., 1999).

Desta forma, o presente estudo avaliou as respostas do desenvolvimento embriolarval de
L. variegatus e da sobrevivéncia e fecundidade do Copepoda T. biminiensis, aos sedimentos dos
estuérios dos rios Maracaipe e Massangana, com base nas metodologias da fase solida (sedimento

integral), do elutriato e da interface sedimento/agua.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral
Utilizar as metodologias da fase solida, do elutriato e da interface sedimento/agua na
avaliacdo toxicoldgica do sedimento do Complexo Estuarino de Suape, com dois organismos-
teste diferentes: o Echinodermata Echinoidea Lytechinus variegatus LINNAEUS 1758 e o
Copepoda Harpacticoida Tisbe biminiensis VOLKMANN-ROCCO 1973.

2.2. Objetivos Especificos

e Utilizar a metodologia de fase solida usando como parametro de resposta a sobrevivéncia,
a fecundidade e o nimero de copepoditos na prole do Copepoda T. biminiensis;

e Utilizar a metodologia do elutriato usando como parametro de resposta o
desenvolvimento embriolarval do pluteus do ourico-do-mar L. variegatus e a
sobrevivéncia, a fecundidade e o numero de copepoditos na prole do Copepoda T.
biminiensis;

e Utilizar a metodologia da interface sedimento-4gua usando como parametro de resposta o
desenvolvimento embriolarval do pluteus do ourico-do-mar L. variegatus e a
sobrevivéncia, a fecundidade e o numero de copepoditos na prole do Copepoda T.

biminiensis.
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3. MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi desenvolvido no Laboratério de Cultivo e Ecotoxicologia (LACE)
do Departamento de Oceanografia, Centro de Tecnologia e Geociéncias (CTG) da Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE).

3.1. Método de Ensaio com Lytechinus variegatus

Os testes de toxicidade crbnica de curta duracdo com Lytechinus variegatus foram
realizados de acordo com os procedimentos descritos pelas Normas Técnicas ABNT NBR
15350:2006 e CETESB L5. 250 — Maio/99. Embribes de ouri¢co-do-mar L. variegatus foram
expostos por 28 horas as amostras recém processadas de sedimento e, apds este periodo de
exposicao, foi avaliado o nimero de larvas apresentando desenvolvimento normal e anémalo.
Toda metodologia executada para se utilizar o ourico-do-mar L. variegatus como organismo-teste

em bioensaios de toxicologia, encontra-se descrita no Capitulo | deste documento.

3.2. Cultivo do Copepoda Tisbe biminiensis

O cultivo de manutencdo foi realizado em potes plasticos com 500 ml de agua do mar
filtrada (filtros CUNO® 25 e 3um), salinidade de 35 + 2%, temperatura de 26 + 2°C e
fotoperiodo de 12:12 horas de claro:escuro. A troca de agua e a adicdo de alimento (racdo basica
para peixe da marca All Plus® e suspensdo de diatomaceas) foram realizadas uma vez por
semana. Para a obtencdo de grande quantidade de fémeas ovadas, na ocasido da execugdo dos
experimentos, o recipiente de cultivo é aumentado para 5 litros (Souza-Santos et al., 2006;
Araujo-Castro et al., 2009).

3.3. Cultivo de Microalgas

As microalgas utilizadas como alimento sdo diatoméaceas (Bacillariophyceae) das espécies
Thalassiosira fluviatilis e Chaetocerus muelleri. O meio de cultivo utilizado para as diatomaceas
foi o f/2 de Guillard (1975). Para a preparacdo do meio foi utilizada agua do mar filtrada (filtros
CUNO® 25 e 3um) a 35 + 1%o0. O tampao Tris-HCIl (pH = 7,8) e os nutrientes f/2 foram
adicionados antes da esterilizagdo do meio de cultivo em autoclave. A solugéo de vitaminas

(esterilizadas por filtragdo em membrana de 0,2 um) foi adicionada ao meio, quando 0 mesmo
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encontrava-se em temperatura ambiente e antes da inoculagdo da alga. Os cultivos foram
realizados no LACE com temperatura controlada (26 + 1°C), com fotoperiodo de 12:12 horas de

claro:escuro (Araljo-Castro & Souza-Santos, 2005; Lima et al., 2007).

3.4. Obtencgéo das Fémeas de T. biminiensis

As fémeas de T. biminiensis utilizadas no teste tinham 12 dias de idade, buscando assim,
minimizar a mortalidade natural pelo envelhecimento das fémeas, devido ao curto ciclo de vida
de T. biminiensis (cerca de 31 dias). Para obtencéo das fémeas com essa idade, 13 dias antes da
execucao dos experimentos, todo grupo de copépodos das caixas de cultivo de manutencao foi
filtrado através de uma peneira de malha 250um, sendo retidos principalmente os adultos e
colocados em recipientes plasticos com capacidade para 20 L, contendo 5 L de agua do mar,
alimento e deixados por 24 h a 35 £ 2%o de salinidade. Apos 24 horas, filtrou-se novamente o
contetido da caixa de cultivo por uma peneira de 250um e por uma peneira de 63um. Desta vez,
apenas o contetdo retido na peneira de 63um foi aproveitado (os nduplios). A partir dai contou-se
12 dias de desenvolvimento dos nauplios e apenas as fémeas, portando saco ovigero, foram
utilizadas para realizacdo dos testes. O alimento (200 ml de suspensdo de diatomaceas e 1 g de
racdo para peixe) era oferecido duas vezes por semana, assim como a renovagdo da agua do
cultivo. O cultivo foi mantido sob constante aeracdo (Pinto et al., 2001; Lima et al., 2007,
Aratjo-Castro et al., 2009).

3.5. Obtencao do Sedimento
O sedimento utilizado na realizacdo dos experimentos foi coletado nos meses de outubro e
dezembro de 2007, em duas regifes distintas do municipio de Ipojuca — PE:

e Estudrio do rio Maracaipe (08°32°19.30”S e 35°00°14.99”W). Esta area encontra-se
afastada de grandes centros urbanos e industrias, sendo assim, seu sedimento foi
considerado como controle (Aradjo-Castro et al., 2009);

e Estuario do rio Massangana. Este estuario esta localizado no Complexo Estuarino de
Suape, que faz parte da area interna do Complexo Porto-Industrial de Suape
(8°23°30.56”S; 34°57°38.00”W) (ver Capitulo I) e seu sedimento ja apresentou toxicidade
sendo por isto considerado como sedimento teste (Aradjo-Castro et al., 2009; Aradjo-
Castro, 2008).
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Em cada estagdo de coleta foram colhidas de 3 a 4 amostras para avaliar a variabilidade
espacial. O sedimento superficial (2 — 5 cm) foi coletado sempre durante a maré baixa e no medio
litoral, com auxilio de uma espatula metalica.

Fase solida: foram coletadas 3 amostras de 100g de sedimento com aspecto lamoso. Cada
amostra consistia de uma camada de cerca de 5 cm de profundidade que foi coletada e
acondicionada em recipiente de vidro e transferida para laboratorio sob refrigeracdo em caixa
térmica com gelo.

Elutriato: foram coletadas trés amostras de, aproximadamente, 1509 cada, sendo
transferidas para o laboratorio acondicionadas em recipientes de vidro sob refrigeracdo em caixa
térmica com gelo.

Interface sedimento/adgua: o sedimento para a metodologia da interface sedimento/agua
foi coletado através de tubos confeccionados a partir de seringas descartaveis de 20 ml. Foram
coletadas 4 amostras da parte superficial do sedimento com aspecto lamoso com cerca de 5 cm de
profundidade. Essas amostras foram imediatamente colocadas em seus respectivos recipientes
para a realizacdo dos testes, confeccionados a partir de seringas descartaveis de 60 ml (Figura 1),

sendo acondicionadas em caixa térmica com gelo e levados ao laboratorio.

3.6. Testes com o Sedimento

Em laboratério, as amostras de sedimento foram tratadas de acordo com a metodologia a
qual foram submetidas a teste.

Fase solida: Os testes foram realizados seguindo a metodologia descrita por Aradjo-
Castro et al. (2009) e Araljo-Castro (2008). Nesta metodologia s6 foi utilizado o Copepoda
Harpacticoida T. biminiensis como organismo-teste. As amostras de sedimento coletadas eram
peneiradas para remocao de possiveis predadores em peneiras com malha de 63 um com auxilio
de 4gua do local de coleta. A fracdo < 63 um era deixada sedimentar por aproximadamente 10
horas, em recipientes de vidro, em geladeira a 4°C. O sobrenadante era retirado e trés
subamostras de 2 g de sedimento foram retiradas de cada uma das 3 amostras. Estas sub-amostras
foram colocadas em recipientes-testes de vidro com 20 ml de suspensdo de diatoméacea a 0,2 ug
Chl-a.ml/L, e levados a uma estufa-incubadora por 24 h. Ao final deste periodo, cada recipiente-

teste recebia 10 fémeas ovadas.
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Os bioensaios tiveram duracdo de uma semana (7 dias), onde permaneciam em estufa-
incubadora com temperatura a 25°C e fotoperiodo de 12:12 horas claro:escuro. A cada dois dias
era adicionado 1 ml de suspensdo de diatomacea para que ndo houvesse falta de alimento durante
0 experimento.

No final do experimento o sedimento era retirado com ajuda de uma peneira com malha
de 63 pum e o material era fixado em formol a 4% e corado com Rosa Bengala, para contagem da
prole (efeito subletal) e das fémeas coradas o que indicava que estavam vivas ao final do teste
(efeito letal).

Elutriato: a metodologia do elutriato seguiu as recomendag6es da U.S.EPA (2001). Cada
uma das 3 amostras de 100g dos sedimentos coletados foram colocadas em recipientes de
polietileno onde receberam a adicdo de 400 ml de &gua de diluicdo marinha filtrada, sendo
homogeneizadas, manualmente, por 30 minutos. ApO6s a homogeneizacdo, as amostras
permaneceram em repouso por 24 horas em geladeira a 4°C. Posteriormente, quando retiradas da
geladeira, e apds terem atingido temperatura ambiente, o sobrenadante (elutriato) de cada
recipiente foi sifonado, completando o volume necessario para ser colocado em cada recipiente-
teste. No caso dos recipientes para T. biminiensis, cada amostra formou 3 subamostras de 20 ml
cada, formando um total de 9 subamostras. Cada subamostras recebeu, além dos 20 ml de
elutriato, 10 fémeas ovadas de T. biminiensis e 1,5 ml de alimento (suspensdo de diatomaceas) a
cada dois dias, para que a concentracdo de clorofila-a se preservasse constante a 0,2 ug Chl-
a.ml/L. O bioensaio com T. biminiensis durou uma semana (7 dias), onde permaneceu em estufa-
incubadora com temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12:12 horas claro:escuro. Ao final destes 7
dias, o material era fixado em formol a 4% e corado com Rosa Bengala, para contagem da prole
(efeito subletal) e das fémeas sobreviventes (efeito letal).

No caso do bioensaio com L. variegatus, cada uma das 3 amostras de elutriato, forneceu 4
subamostras de 10 ml cada, formado um total de 12 subamostras. Cada subamostras foi colocada
em um tubo de ensaio de vidro com capacidade para 30 ml e recebeu cerca de 300 ovos
fecundados de L. variegatus. O bioensaio com L. variegatus ocorreu dentro de uma estufa-
incubadora a 25°C de temperatura e fotoperiodo de 12:12 horas claro:escuro, durando 28 horas.
Ao final desse periodo, o contetdo de cada tubo de ensaio de vidro era transferido para outros
tubos de ensaio de plastico onde eram identificados e fixados com 0,5 ml de formol tamponado

com Borax.
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Interface sedimento/dgua: na metodologia da interface sedimento/agua, adaptada da
ABNT (2006), foram confeccionados recipientes-teste a partir de seringas descartaveis de 60 e 20
ml. As seringas de 60 ml tiveram suas extremidades abertas, porém, para reter o sedimento uma
delas foi tampada com o émbolo de borracha da propria seringa. As de 20 ml tiveram uma de
suas extremidades aberta e outra fechada com uma tela de malha de 63 um (removivel) para
retencdo e protecdo dos organismos-teste. Os recipientes-teste de 60 ml receberam o sedimento
ainda em campo sem destruir sua estratificacdo. Quando em laboratério, os recipientes-teste de
60 ml, recebiam também os recipientes de 20 ml, equipados com a malha de 63um (Figura 1).
Logo depois eram colocados a &gua de diluicdo marinha filtrada (filtros CUNO® 25 e 3 um) e
seus respectivos organismos-teste. Para cada organismo-teste existiam 8 recipientes, sendo 4 para

0 controle e 4 para o sedimento teste.

Organismos-teste e alimento

Sedimento

Malha de 63pm

Figura 1. Foto dos recipientes utilizados na metodologia da interface sedimento/agua. a) Recipientes de 20 e 60 ml e
b) Recipiente de 20 ml, inserido no de 60 ml.

No caso dos recipientes para T. biminiensis, cada um recebeu 30 ml de agua de diluicdo
marinha filtrada, 10 fémeas ovadas e 1,5 ml de alimento (suspensédo de diatomaceas) a cada dois
dias para que a concentracdo de clorofila-a se preservasse constante a 0,2 pug Chl-aml/L. O
bioensaio com T. biminiensis durou sete dias em estufa incubadora a 25° C. No final, todo

conteddo retido nos recipientes de 20 ml foi transferido para potes plasticos, identificado, fixado
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com formol a 4% e corado com Rosa Bengala, para contagem da prole (fecundidade) e do total
de fémeas sobreviventes (letalidade).

No caso dos recipientes para L. variegatus, cada um recebeu, 30 ml de agua de diluicdo
marinha filtrada e cerca de 300 ovos fecundados de L. variegatus. O bioensaio com L. variegatus
ocorreu dentro de uma estufa-incubadora a 25°C de temperatura, durando 28 horas. Ao final
dessas 28 horas o contetdo de cada recipiente era transferido para tubos de ensaio de pléstico,

onde eram identificados e fixados com 0,5 ml de formol tamponado com Bérax.

3.7. Parametros Fisico-Quimicos

A salinidade, a temperatura, o pH e o0 oxigénio dissolvido (O.D.) da 4gua de cada ponto de
coleta foram aferidos por meio de um refratbmetro de médo, um termémetro digital, um pHmetro
de campo e um oximetro de campo, respectivamente, em campo e em laboratorio (antes do inicio
e ao final dos testes). No Laboratério de Oceanografia Quimica do Departamento de
Oceanografia (UFPE/CTG), foram aferidos os valores de amonia néo-ionizada, apenas para o
método do elutriato em outubro de 2007, nas estacBes de coleta do controle e do estuario do Rio

Massangana.

3.8. Anédlise dos dados

As comparacdes entre as metodologias e entre as estagdes de coleta, usando o percentual
de pluteus de L. variegatus formados e a mortalidade e a fecundidade de T. biminiensis, foram
feitas através da ANOVA bi-fatorial (o = 0,05), depois da verificagdo da normalidade dos dados
(Teste de Kolmogorov-Smirnov; o = 0,05) e a homogeneidade das variancias (Teste de Bartlett; o
= 0,05). Quando identificadas diferencas significativas, foi utilizado o teste de Tukey,
considerando cada variavel (metodologia e estacdo) em separado. Para os dados que ndo se
apresentaram normais ou homoscedasticos, o teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis foi realizado
no lugar da ANOVA.
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4. RESULTADOS

4.1. Parametros Fisico-Quimicos

Os parametros fisico-quimicos aferidos em laboratorio séo apresentados na Tabela 1. Nao
existiram diferencas importantes nos pardmetros analisados entre os métodos e entre as estacoes,
com excecdo dos valores de amonia que foram muito mais elevados para o estuario do rio

Massangana do que para o estuario do rio Maracaipe.

Tabela 1: Parametros fisico-quimicos nos bioensaios com L. variegatus e T. biminiensis durante os experimentos
com os métodos da Fase Sélida (FS), do Elutriato (ELU) e da Interface Sedimento/Agua (ISA).

Tshe bimimimn sis Lytechinus voriegoki s
ESTACAD  METODO  SAL pH  OD.fmgA) NME(ng/ll) | SAL pH  OD. jmg/l) N-Niz(mg/l)
Conirole FS 36 7.4 41-49
Out - 2007 ELV 32-35 73-74 35-50 0,06 » 79-81 3,2-38 0,06
ISA 35 7.8 4,0-5,1 £ 78 42
M sangana FS 35-36 73-7I5 32-38
Out - 2007 ELU 33-34 7.4 30-4,1 >0,96 34 78 3,2-39 >0,96
ISA 36 79 32-41 i 34 79 40
Conirole FS 34 77-79 35-39 i
Dez - 2007 ELV 35 7.8 45-5,1 i B3 80-82 3,3-40
ISA 35 76-81 39-41 i 33 80-81 45-50
M sangana FS 34-36 77-81 32-39 i
Dez - 2007 ELU 34-35 76-78 40-45 P o3 78-79 3,0-41
ISA 35 75-78 41-45 {34 77 3,3-35

4.2. Testes com Lytechinus variegatus (Outubro e Dezembro de 2007)

Os testes utilizando o desenvolvimento embriolarval de L. variegatus, ndo foram validos,
uma vez que o percentual de individuos em estagio de larva pluteus, no controle, ao final de 28
horas, nas metodologias do elutriato e da interface sedimento/agua, ndo atingiu o minimo de
80%. Mesmo se tratando do sedimento controle, a metodologia do elutriato apresentou um
percentual médio (outubro e dezembro de 2007) de 40,12% (£ 5,83%), de individuos em estagio
de larva pluteus. Na metodologia da interface sedimento/agua (controle), esse percentual foi zero
e a maioria dos individuos expostos chegou apenas ao estagio de morula, ndo ultrapassando o

estagio de blastula (outubro e dezembro de 2007).
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4.3. Testes com Tisbe biminiensis (Outubro de 2007)

No experimento realizado em outubro de 2007, o teste ndo-paramétrico Kruskal-Wallis,
indicou que para o total de fémeas sobreviventes existiram diferencas significativas entre as
metodologias utilizadas, apenas na estacdo controle (Ts = 7,762; p = 0,020). O mesmo teste ndo
indicou diferengas significativas entre as metodologias utilizadas na estacdo de coleta do rio
Massangana (Ts = 5,566; p = 0,061), e também ndo indicou diferencas significativas entre as
estacdes de coleta (FS-Ts=0,444ep=0,504; ELU-Ts=1,0568ep=0,303 e ISA - Ts =1,817
ep=0,177).

Na estacdo controle, o teste de Tukey mostrou que a média de fémeas sobreviventes foi
diferente entre as metodologias da fase solida e da interface sedimento/agua. Sendo a
metodologia da fase solida, juntamente com a metodologia do elutriato, as que obtiveram as
maiores médias ndo demonstrando diferencas significativas entre si (Figura 2). Os controles
sempre mantiveram média do total de fémeas sobreviventes acima de 80%, neste periodo. Desta
forma, nenhuma das metodologias utilizadas evidenciou efeito letal para o periodo (Figura 2).

12 4

10 4

BFS
OELU
OIsA

Fémeas sobreviventes
()]

ab b

Controle Massangana

Estagdes de coleta

Figura 2. Média (+ desvio padrdo) do total de fémeas vivas ao final do experimento de outubro de 2007. ae b =
diferencas encontradas pelo teste de Tukey na estacdo controle. FS = fase solida; ELU = elutriato e ISA = interface
sedimento/agua.
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Em relagéo aos resultados para a fecundidade, em outubro de 2007, a ANOVA bi-fatorial
indicou a existéncia de diferencgas significativas entre as metodologias utilizadas (F = 27,691, p <
0,0001) e entre as estacdes de coleta (F = 4,672; p = 0,039), porém ndo evidenciou interacdo
entre esses dois fatores (F = 1,749; p = 0,193) (Figura 3). Na estacdo controle, o teste de Tukey
mostrou que a média da fecundidade foi diferente entre as metodologias do elutriato e da
interface sedimento/dgua. A metodologia do elutriato obteve a maior média de individuos por
fémea dentre as metodologias, sendo a interface sedimento/agua a que obteve a menor média
(Figura 3).

Na estacdo de coleta do rio Massangana, o teste de Tukey mostrou que a média da
fecundidade foi diferente para as trés metodologias e, novamente, a metodologia do elutriato
obteve a maior média. A metodologia da interface sedimento/agua continuou com a média mais
baixa (Figura 3).

O teste de Tukey também mostrou que a média da fecundidade na estacdo de coleta do rio
Massangana foi mais baixa do que a média da estacdo controle, na metodologia da fase solida.
Sendo assim, evidenciando que o sedimento da estacdo de coleta do rio Massangana provocou

toxicidade subletal em T. biminiensis (Figura 3).
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Figura 3. Média (x desvio padrdo) da fecundidade no experimento de outubro de 2007. a, b e ¢ = diferencas
encontradas pelo teste de Tukey entre as metodologias dentro de cada estacdo de coleta. * = diferengas encontradas
pelo teste de Tukey entre as estacdes de coleta. FS = fase solida; ELU = elutriato e ISA = interface sedimento/agua.
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Em relagdo aos resultados para a média de copepoditos na fecundidade, em outubro de
2007, a ANOVA bi-fatorial indicou que existiram diferengas significativas entre as metodologias
utilizadas (F = 55,869; p < 0,0001) e entre as estacOes de coleta (F = 8,897; p = 0,006), porém
ndo evidenciou interacdo entre esses dois fatores (F = 0,368; p = 0,695) (Figura 4).

Na estacdo controle, o teste de Tukey mostrou que a média de copepoditos na
fecundidade, foi significativamente mais alta na metodologia da interface sedimento/agua e que
ndo existiram diferencas significativas entre as metodologias da fase solida e do elutriato
(Figura 4).

Na estacdo de coleta do rio Massangana, o teste de Tukey identificou que, novamente, a
média de copepoditos na fecundidade para a metodologia da interface sedimento/agua, foi
significativamente mais alta do que as demais. Sendo a metodologia da fase sélida a que obteve a
média mais baixa (Figura 4).

O teste de Tukey mostrou que a média do numero de copepoditos na estacdo de coleta do
rio Massangana foi mais baixa do que a média da estacdo controle (metodologia da fase sélida),
evidenciando assim, que o sedimento da estacdo de coleta do rio Massangana provocou

toxicidade subletal em T. Biminiensis (Figura 4).
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Figura 4. Média (z desvio padrdo) do nimero de copepoditos na prole no experimento de outubro de 2007.a,bec =
diferencas encontradas pelo teste de Tukey dentro de cada estacdo de coleta. * = diferengas encontradas pelo teste de
Tukey entre as estagdes de coleta. FS = fase solida; ELU = elutriato e ISA = interface sedimento/agua.
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4.4. Testes com Tisbe biminiensis (Dezembro de 2007):

No experimento realizado em dezembro de 2007, o teste ndo-paramétrico Kruskal-Wallis,
ndo indicou diferencas significativas, entre as metodologias utilizadas, para nenhuma das
estacdes de coleta (Controle: Ts = 3,797; p = 0,149 e rio Massangana: Ts = 5,246; p = 0,072). O
mesmo teste também ndo indicou diferencas significativas entre as estacdes de coleta (FS - Ts =
0,144ep=0,703; ELU-Ts=1,348ep=0,245¢e ISA - Ts =0,022 e p = 0,881) (Figura 5).
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Figura 5. Média (z desvio padrdo) do total de fémeas vivas ao final do experimento de dezembro de 2007. FS =
fase sélida; ELU = elutriato e ISA = interface sedimento/agua.

Em relacdo aos resultados para a fecundidade, em dezembro de 2007, a ANOVA bi-
fatorial indicou que existiram diferencas significativas entre as metodologias utilizadas (F =
22,412; p <0,0001), porém ndo entre as estacdes de coleta (F = 3,169; p = 0,084). A ANOVA bi-
fatorial também ndo evidenciou interacdo entre esses dois fatores (F = 0,357; p = 0,702)
(Figura 6).

O teste de Tukey mostrou que, tanto na estacao controle quanto na estacéo de coleta do rio
Massangana, a média da fecundidade foi diferente entre as metodologias, sendo a metodologia da
fase sélida a que obteve a maior média de individuos por fémea, dentre as metodologias
utilizadas. As metodologias do elutriato e da interface sedimento/agua, ndo apresentaram

diferencas significativas entre si (Figura 6).
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Em relacdo aos resultados para o nimero de copepoditos na fecundidade, em dezembro de
2007, a ANOVA bi-fatorial indicou que existiram diferengas significativas entre as metodologias
utilizadas (F = 21,464; p < 0,0001) e entre as estacdes de coleta (F =14,233; p = 0,006), porém
ndo evidenciou interacdo entre esses dois fatores (F = 1,248; p = 0,300) (Figura 7).
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Figura 6. Média (+ desvio padrdo) da fecundidade no experimento de dezembro de 2007. a e b = diferencas
encontradas pelo teste de Tukey entre as metodologias dentro de cada estacdo de coleta. FS = fase s6lida; ELU =
elutriato e ISA = interface sedimento/agua.

Na estacdo controle, o teste de Tukey mostrou que a média do nimero de copepoditos na
fecundidade, ndo foi significativamente diferente entre as metodologias da fase sélida e do
elutriato. A metodologia da interface sedimento/agua obteve média significativamente mais baixa
dentre as metodologias (Figura 7).

Na estacdo de coleta do rio Massangana, o teste de Tukey mostrou que, diferente da
estacdo controle, ndo existiram diferencas significativas entre as metodologias da fase solida e da
interface sedimento/agua. A metodologia do elutriato obteve média de copepoditos na
fecundidade mais alta do que as demais metodologias (figura 7).

O teste de Tukey mostrou que a média do numero de copepoditos na estacdo de coleta do

rio Massangana foi mais baixa do que a média da estagdo controle (metodologia da fase sélida),
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evidenciando assim, que o sedimento da estagdo de coleta do rio Massangana provocou
toxicidade subletal em T. biminiensis (Figura 7).
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Figura 7. Média (z desvio padrdo) do nimero de copepoditos na prole no experimento de dezembro de 2007. ae b =
diferencas encontradas pelo teste de Tukey dentro de cada estacdo de coleta. * = diferengas encontradas pelo teste de
Tukey entre as estacdes de coleta. FS = fase s6lida; ELU = elutriato e ISA = interface sedimento/agua.
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5. DISCUSSAO

O baixo percentual de formacédo de pluteus de L. variegatus, no presente estudo, pode ter
sido consequéncia de um alto indice de amonia ndo-ionizada e/ou sulfeto de hidrogénio presentes
nos sedimentos da estacdo controle e da estacéo teste, ja que se tratam de sedimentos de areas
estuarinas onde ocorre intensa oxidacdo de matéria orgénica pela acdo bacteriana (Phillips et al.,
1997; Losso et al., 2007; Michaud et al., 2006; Sakamaki et al., 2006; Piedras et al., 2006;
Araujo, 2005). De fato, no presente estudo, os valores encontrados para a amonia ndo-ionizada no
elutriato do sedimento controle (0,06 mg/L de N-NHz3) e no elutriato do sedimento do estuario do
rio Massangana (> 0,96 mg/L de N-NHj) (Tabela 1), foram relativamente altos para L.
variegatus. O elutriato do sedimento de estuario do rio Massangana foi diluido a 10% e, mesmo
assim, ainda apresentou uma alta concentracdo de aménia ndo-ionizada para L. variegatus (0,09
mg/L de N-NH3). A ABNT (2006) alerta para o fato do desenvolvimento embriolarval de L.
variegatus ser sensivel a amonia ndo-ionizada. Segundo esta Norma, a concentracdo de 0,05
mg/L de N-NHs, isoladamente, pode causar efeito toxico sobre o desenvolvimento embriolarval
de L. variegatus.

No presente estudo, os efeitos percebidos no desenvolvimento embriolarval de L.
variegatus nas metodologias do elutriato e da interface sedimento-4gua, apontam para uma
condicdo toxica do sedimento utilizado, tanto para o controle quanto para o sedimento da estacdo
de coleta do rio Massangana. Porém, estudos realizados por Araujo-Castro et al. (2009), apontam
0 sedimento do estuario do rio Maracaipe como uma boa opcdo para sedimento controle. O
estuario do rio Maracaipe representa uma area bem preservada de manguezal, longe de centros
urbanos e com uma bacia de drenagem pequena. Seu sedimento (usado como controle no
presente estudo) possui uma concentracdo muito baixa, as vezes indetectavel, para a maioria dos
metais, além de baixas concentracdes de HPA e alifaticos. Ainda segundo Araujo-Castro et al.
(2009), o sedimento do estuario do rio Maracaipe, permite uma alta taxa de sobrevivéncia e
fecundidade quando utilizado em bioensaios com T. biminiensis. Sendo assim, a concentragao de
amonia ndo-ionizada (ou mesmo sulfeto de hidrogénio) pode explicar o baixo desenvolvimento
embriolarval de L. variegatus para o sedimento utilizado no controle.

No caso do sedimento da estacdo de coleta do estudrio do rio Massangana, apenas a

concentracdo de amonia ndo-ionizada, encontrada no elutriato, j& seria suficiente para causar 0s
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efeitos observados no desenvolvimento embriolarval de L. variegatus. Entretanto, Aradjo-Castro
(2008), testou o sedimento do estuario do rio Massangana em bioensaios toxicoldgicos,
utilizando T. biminiensis como organismo-teste, e realizou analises quimicas para investigar as
concentracdes de metais pesados e hidrocarbonetos deste sedimento. Em seus bioensaios,
encontrou efeitos letais e subletais para T. biminiensis. Toda via, constatou que (nos anos de
2003, 2005 e 2006) os sedimentos amostrados em esta¢Oes de coleta localizadas no complexo
estuarino de Suape, do qual o estuario do rio Massangana faz parte, as concentracdes de metais
pesados e hidrocarbonetos possuiam baixo potencial de causar efeito bioldgico adverso. Este
mesmo autor chama atencdo para os niveis de Cd, que podem ocasionalmente provocar efeitos
toxicos em T. biminiensis. Seus resultados sugerem que a area do estuario do rio Massangana,
assim como todo o complexo estuarino de Suape, vem sofrendo ao longo dos anos uma deposi¢édo
continua de poluentes compostos por metais pesados e hidrocarbonetos, oriundos das industrias,
agronegocios, trafego nautico e cidades que circundam a regido.

Desta forma, no presente estudo, os ensaios toxicoldgicos realizados com L. variegatus no
sedimento da estacdo de coleta do rio Massangana, ndo tém como distinguir com clareza qual
composto é o principal responsavel pela toxicidade encontrada. Contudo, devido a sensibilidade
de L. variegatus a amonia e & concentragdo de amdnia ndo-ionizada encontrada no elutriato do
sedimento da estagdo de coleta do rio Massangana, pode-se sugerir que este composto esteja
agindo de forma mais contundente para provocar efeitos téxicos no desenvolvimento
embriolarval de L. variegatus, tanto na metodologia do elutriato quanto na da interface
sedimento-agua.

Entre outros, a am6nia é um componente natural dos sedimentos marinhos que, em
determinadas regides, pode existir em concentracBes toxicas para determinados grupos de
organismos. Suas concentracfes estdo ligadas as condicdes fisico-quimicas do sedimento e da
agua sobrejacente (interface sedimento-agua), da biota presente e da quantidade de matéria
organica que estd sendo decomposta (processos fisicos, quimicos e biologicos). Essa matéria
organica ainda pode ser aumentada nos ecossistemas marinhos pela contribuicdo antropogénica
(efluentes de industrias e esgotos domésticos; escoamento de aguas pluviais e fluviais terrestres;
fertilizantes e insumos agricolas lixiviados pelas chuvas). O excesso de matéria organica e as
altas concentracdes de aménia podem mascarar o efeito e/ou interferir na biodisponibilidade de

algumas substancias, além de provocar falsos positivos, 0 que pode interferir nos testes
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toxicologicos com sedimentos (Piedras et al., 2006; Phillips et al., 1997; Pusceddu et al., 2007,
Michaud et al., 2006; Sakamaki et al., 2006; Beiras et al., 2003b; Green et al., 1993; Aradjo,
2005; Losso et al., 2007).

Pusceddu et al. (2007), Cesar et al. (2004) e Anderson et al. (2001) também relacionam
as concentragcdes de amonia como uma das principais fontes de toxicidade encontradas em seus
estudos. Estes autores, assim como no presente estudo, avaliaram a toxicidade de sedimentos
oriundos de areas portuarias (ou préximas), utilizando as metodologias da interface sedimento-
agua e do elutriato, juntamente com testes de toxicidade crbnica de curta duracdo, onde o
desenvolvimento embriolarval de espécies de ouri¢co-do-mar foi utilizado como organismo-teste.
Os resultados encontrados por estes autores reforcam que o desenvolvimento embriolarval de
ouri¢os-do-mar, tais como as espécies L. variegatus, Arbacia lixula, Paracentrotus lividus,
Sphaerechinus granularis e Stronglylocentrotus purpuratus, é sensivel a aménia ndo-ionizada.

McDonald (2005) testou a toxicidade do sedimento de um porto urbano no Canada,
utilizando as metodologias do elutriato e da agua intersticial, juntamente com larvas do bivalve
Mytilus galloprovincialis recém-fertilizadas como organismos-teste. As concentracdes de amonia
ndo-ionizada encontradas em suas amostras de referéncia eram suficientes para nao permitir o
desenvolvimento normal das larvas de M. galloprovincialis. Pela auséncia de concentragdes
elevadas de metais pesados e de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS), 0 autor sugere a
amoOnia ndo-ionizada como o mais provavel agente toxico presente no sedimento examinado.

Phillips et al. (1997) também encontraram altos niveis de amonia ndo-ionizada e sulfeto
de hidrogénio, quando estudavam a distribuicdo destes compostos na agua intersticial e
sobrejacente de amostras de sedimento da baia de San Diego e do porto de Los Angeles, na
California, com o0 Amphipoda marinho Rhepoxynius abronius como organismo-teste.

Além dos pontos ja discutidos acima (matéria organica, concentracdes de amdénia nao-
ionizada e sedimentos estuarinos), a metodologia, a fase do sedimento e o organismo-teste a
serem utilizados, s@o outros pontos de suma importancia para 0 sucesso e a precisdo dos ensaios
toxicologicos.

O elutriato é uma metodologia padronizada e utilizada em diversos estudos toxicoldgicos
(U.S.EPA, 2001; ABNT, 2006; Souza et al., 2007; Geffard et al., 2003; Beiras et al., 2003a e b;
Ghirardini et al., 2005; Hyotyldinen & Oikari, 1999; Losso et al., 2007). Os resultados obtidos

com a metodologia do elutriato, no presente estudo, sugerem que o revolvimento do sedimento
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nas areas estudadas (dragagens, arrasto de equipamentos, obras para instalacdo de dutos) pode
disponibilizar na &gua sobrejacente substancias toxicas que impedem o desenvolvimento
embriolarval de L. variegatus. No presente estudo, o elutriato de cada amostra de sedimento foi
testado sem ser diluido e, a fase liquida que ele representa, foi a Unica a ter os niveis de amonia
ndo-ionizada aferidos, e apenas estes foram aferidos, nenhum outro pardmetro quimico foi
investigado (a ndo ser os parametros fisico-quimicos apresentados na Tabela 1).

Os resultados encontrados na metodologia da interface sedimento-agua sugerem que esta
metodologia causa efeitos mais severos ao desenvolvimento embriolarval de L. variegatus. Nesta
metodologia, nenhum individuo exposto conseguiu chegar ao estagio de larva pluteus nas
amostras de sedimento das estacGes controle e do rio Massangana. Varios estudos citam a
interface sedimento-agua como uma importante via no intercambio e no ciclo de nutrientes com a
agua sobrejacente, sendo uma localizacdo susceptivel a exposicdo para espécies epibentbnicas ou
para estagios de vida epibentbnicos (Anderson et al., 2001; Sakamaki et al., 2006 e Michaud et
al., 2006).

No presente estudo, o sedimento utilizado para os ensaios nesta metodologia ndo foram
homogeneizados, desta forma ndo perderam sua estratificacdo. Segundo Anderson et al. (2001) e
Sakamaki et al. (2006), a preservacdo da estratificacdo ndo é s6 importante para o fluxo de
contaminantes na interface sedimento-agua, mas também para o fluxo e o ciclo dos nutrientes. O
sedimento intacto preserva suas caracteristicas fisico-quimicas, seus processos e interacdes
bioldgicas, se sofrerem homogeneizacao estas caracteristicas podem ser perdidas ou alteradas. A
homogeneizacdo, ou manipulacdo, do sedimento pode afetar significativamente os resultados dos
testes de toxicidade para sedimentos contaminados, principalmente quando séo usados sistemas
de exposicdo designados por avaliacdo toxicolégica do fluxo de contaminantes (Anderson et al.,
2001).

Segundo Pusccedu et al. (2007), a menor manipulacdo das amostras de sedimento na
metodologia da interface sedimento-agua, pode favorecer uma melhor preservacéo das condi¢fes
naturais do sedimento, promovendo a minimizacdo dos possiveis efeitos causados pelos
interferentes presentes em testes com a metodologia do elutriato. A melhor preservagdo das
condicBes naturais das amostras de sedimento para a metodologia da interface sedimento-agua,
no presente estudo, pode explicar o efeito observado no desenvolvimento embriolarval de L.

variegatus em comparacdo a metodologia do elutriato.
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A utilizacdo de organismos plancténicos, ou meroplancténicos, na avaliagdo toxicologica
de sedimentos, seja através da interface sedimento-agua ou do elutriato, deve ocorrer com
cautela, pois estes organismos podem apresentar uma maior sensibilidade as condicdes
caracteristicas do ambiente sedimentar; a exemplo da aménia, substancia que apresenta alta
toxicidade aos embribes de ouri¢co-do-mar, tornando importante 0 conhecimento prévio de suas
concentragfes. Somado a isto, existem as limitacOes inerentes as metodologias que realizam a
extracdo da fase liquida dos sedimentos, que podem alterar profundamente as caracteristicas e a
disponibilidade dos contaminantes.

Tendo em vista que a utilizacdo de métodos isolados apresenta certas limitacdes, o
presente estudo utilizou metodologias que pudessem representar mais de uma via de exposic¢ao a
contaminantes e organismos-teste que pudessem representar grupos de diferentes compartimentos
(bentdnicos e meroplancténicos) (Chapman, 2002; Chapman et al., Chapman et al., 2002). Sendo
assim, nos ensaios com T. biminiensis, além das metodologias ja utilizadas nos ensaios com L.
variegatus, foi utilizada também a metodologia da fase solida do sedimento.

A metodologia da fase sélida do sedimento (ou sedimento integral) vem sendo utilizada
em diversos estudos toxicologicos por permitir a exposicdo direta dos organismos-teste aos
contaminantes presentes no sedimento. Contaminantes que estdo diretamente ligados aos
sedimentos, principalmente a fracdo fina ou lamosa dos sedimentos (<63um), poderdo ser
avaliados permitindo investigar seus efeitos via contato direto e ingestdo. Nem sempre oS
contaminantes presentes no sedimento vdo estar biodisponiveis em sua fracdo liquida ou na
coluna d’agua, por este motivo, geralmente, os ensaios toxicologicos que utilizam a fase liquida
do sedimento (elutriato, &gua intersticial ou interface sedimento-agua), realizam em paralelo,
ensaios com a metodologia da fase sélida do sedimento (Green et al., 1993; Sousa et al., 2007,
Geffard et al., 2003; Grant et al., 2002).

Necessariamente, os organismos-teste utilizados nos ensaios com a fase solida do
sedimento, precisam apresentar resisténcia as condigdes bioldgicas e fisico-quimicas naturais
relacionadas a este compartimento, caso contrario eventos naturais poderiam ser confundidos
com efeitos toxicos causados por poluentes (principalmente quando se trata de sedimento
estuarino) (Chapman, 2002; Abessa et al., 2006). Segundo Araujo-Castro et al. (2009) e Araujo-
Castro (2008), T. biminiensis € um organismo-teste promissor em avaliacdes toxicologicas que

utilizem a metodologia da fase solida do sedimento. Os resultados encontrados por Aradjo
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(2005), demonstram que T. biminiensis possui uma consideravel resisténcia a amonia nao-
ionizada (CEsp de 96 horas de 2,55 + 0,69 mg/L de N-NHs), podendo assim, evitar falsos
positivos de toxicidade relacionados as concentracfes de amdnia ndo-ionizada. Desta forma, a
concentracdo de amdnia ndo-ionizada encontrada no elutriato do sedimento do estuario do rio
Massangana (> 0,96 mg/L de N-NHs), no presente estudo, provavelmente ndo é a responsavel
pelos efeitos subletais observados na fecundidade e no numero de copepoditos na prole de T.
biminiensis. Sendo assim, pode-se sugerir que T. biminiensis, por ser uma espécie epibentonica e
por passar todo o seu ciclo de vida ligado ao sedimento, tenha maior resisténcia as condi¢fes
bioldgicas e fisico-quimicas encontradas nos sedimentos estuarinos.

Araljo-Castro (2008) observou efeitos letais (agudos) e subletais (crdnicos) para T.
biminiensis em bioensaios que avaliaram toxicologicamente os sedimentos do estuario do rio
Massangana. O autor relaciona os efeitos crénicos a continua deposicdo de poluentes oriundos
das atividades antrdpicas, desenvolvidas no entorno da area, ao longo dos anos. Os resultados
observados para o presente estudo vém corroborar com os resultados encontrados por Araujo-
Castro (2008). No presente estudo, foram observados efeitos cronicos para T. biminiensis nos
dois periodos estudados: em outubro de 2007, a fecundidade e o nimero de copepoditos na prole
foram afetados e em dezembro de 2007, apenas o nimero de copepoditos na prole foi afetado.
Assim como os resultados do presente capitulo, os do primeiro capitulo, também apresentam
conformidade com os resultados encontrados por Araujo-Castro (2008), demonstrando que ndo
s0 0 sedimento do estuadrio do rio Massangana, como também, sua agua superficial apresenta
vulnerabilidade e risco ambiental. E essa vulnerabilidade tem a tendéncia de se agravar nos
periodos chuvosos, devido aos poluentes que as aguas das chuvas carreiam para o complexo
estuarino de Suape e para 0s rios que nele desaguam.

Apenas a metodologia da fase solida apresentou efeitos toxicos para T. biminiensis. As
metodologias do elutriato e da interface sedimento-agua apenas apresentaram uma tendéncia a
queda, que nao foi significativa, na fecundidade e no numero de copepoditos na prole para o
sedimento da estacdo de coleta do rio Massangana. Como sugerido anteriormente, T. biminiensis
apresenta-se bem adaptado as condic¢Ges naturais do ambiente sedimentar, desta forma, pode-se
aceitar que a concentracdo de amonia ndo-ionizada, aferida no presente estudo, ndo influenciou

nos resultados observados. Sendo assim, provavelmente os contaminantes responsaveis pelos
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efeitos tdxicos cronicos observados na fecundidade e no nimero de copepoditos na prole de T.
biminiensis, estejam associados as particulas do sedimento.

Geffard et al. (2003), avaliando a biodisponibilidade e toxicidade de hidrocarbonetos e
metais pesados associados ao sedimento, utilizaram as metodologias do sedimento integral, agua
intersticial e elutriato. De acordo com este autor, a avaliacdo da toxicidade do sedimento e a
biodisponibilidade dos contaminantes foram mais facilmente determinadas utilizando-se a
metodologia do sedimento integral (fase solida). Sousa et al. (2007), avaliando a toxicidade de
sedimentos originarios do Porto de Santos — SP, Brasil, também encontraram resultados mais
severos nos ensaios toxicolégicos com o sedimento integral. Como discutido, os resultados do
presente estudo também sugerem que, em relacdo a toxicidade dos sedimentos, a metodologia da
fase sélida foi a que forneceu dados mais consistentes sobre o risco tdxico ao qual a biota local

estd exposta, devido a deposicao de poluentes no estuario do rio Massangana.
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6. CONCLUSOES

O presente estudo obteve resultados que corroboram com a hipdtese da amdnia nao-
ionizada ser uma importante fonte, seja natural ou provocada pela acdo antropica, de
toxicidade que interfere no resultado final dos ensaios toxicolégicos que utilizam o
desenvolvimento embriolarval do ouri¢o-do-mar L. variegatus como organismo-teste,

podendo exagerando seus resultados ou acusar falsos positivos de toxicidade;

As metodologias do elutriato e da interface sedimento-agua néo evidenciaram qualquer
efeito toxico do sedimento testado (seja agudo ou cronico) para T. biminiensis. Este fato

pode estar atrelado ao tipo de poluente e a qual fracdo do sedimento ele esta relacionado;

Substancias toxicas (a exemplo dos hidrocarbonetos e metais pesados) estdo ligadas as
particulas finas do sedimento do estuério do rio Massangana (principalmente na fracdo <
63um) e outras substancias, tais como a amdénia ndo-ionizada, podem estar sendo
disponibilizadas a 4gua sobrejacente apds acdo mecanica que promova revolvimento dos
sedimentos, ou pelo fluxo de substancias através da interface sedimento-agua

sobrejacente;

Este estudo também demonstra que existem diferencas potenciais nas respostas de
toxicidade entre as metodologias e 0s organismos-teste utilizados nas analises com
sedimentos de areas estuarina, sendo importante a realizacdo de testes toxicoldgicos que
integrem diferentes metodologias e mais de um tipo de organismo-teste, na intencdo de

avaliar mais de um compartimento do sedimento ou do préprio ecossistema;

Os resultados corroboram com a hipétese de T. biminiensis ser um organismo-teste
apropriado a ensaios toxicoldgicos que utilizem a metodologia da fase solida do
sedimento. E esta foi a metodologia que melhor evidenciou os efeitos toxicos que 0s

sedimentos do estuario do rio Massangana podem provocar.
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