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Avaliacao ecotoxicoldgica do farmaco Triclosan paxeertebrados de
agua doce em énfase em ensaios com sedimento mdtspiked
sediment”)

Resumo

O aumento crescente da ocorréncia de farmacos e produtos de cuidados pessoais
(“Pharmaceutical and Personal Care Products — PPCPs”) no ambiente aquatico pode
causar efeitos adversos a salde humana e as comunidades aquaticas. O risco
ambiental dos PPCPs, associado a possibilidade de efeitos sinérgicos entre estes
compostos, assim como o aumento do uso de compostos organicos sintéticos,
desencadearam grande preocupacdo com relacdo ao potencial toxico a biota. O
Triclosan (5-cloro-2-(2,4-diclorofenoxy)-fenol) é um produto farmacéutico mundialmente
utilizado pelo seu mecanismo de efeito bactericida, sendo encontrado em pelo menos
932 produtos, como shampoos, sabonetes, desodorantes, lo¢coes, pastas de dentes,
detergentes, roupas esportivas entre outros. Atualmente, estudos sobre a toxicidade do
Triclosan na agua e, principalmente, nos sedimentos, sdo escassos. Sabe-se que a
fotodegradacédo deste produto gera dioxinas e, no momento, 6rgdos ambientais, como a
EPA, discutem se havera ou néo restricdes ao uso. O objetivo deste trabalho foi avaliar
os efeitos do Triclosan na mortalidade da larva de inseto Chironomus xanthus, e
mortalidade e reproducdo do microcrustaceo Ceriodaphnia dubia, expostos a
sedimentos marcados com Triclosan, com base nas metodologias da EPA e OECD. O
valor médio de CE50;96H obtido nos testes de toxicidade aguda com C. xanthus foi de
45,26 mg.Kg™. Os testes de toxicidade cronica com C. dubia com sedimento marcado
foram realizados de acordo com os procedimentos de Burton & MacPherson (1995). A
concentracdo de efeito ndo observado (CENO) e a menor concentracdo de efeito
observado (CEO) foram de 5,78 e 6,94 mg.Kg™, respectivamente.

Palavras-chave: Triclosan, farmaco, Chironomus xanthus, Ceriodaphnia dubia,
sedimento marcado.



Ecotoxicological assessment of the pharmaceutaralpound Triclosan
to freshwater invertebrates with emphasis to sp#estiment tests

Abstract

The increasing of Pharmaceutical and Personal Care Products (PPCPs)
occurrence in the aquatic environment cause adverse effects on the human health and
aquatic communities. The environmental risk of the PPCPs associated with the
possibility of synergic effects between PCPPs and the increase of the use of synthetic
organic compounds, unchained a great concern on the toxic potential to biota aquatic.
Triclosan (5-cloro-2-(2,4-diclorofenoxy)-fenol) is a pharmaceutical compound widely
used due your antibacterial mechanism effect, found in at least 932 products such as
shampoos, toilet soaps, deodorants, lotions, toothpaste, detergents, socks and
underwear, among others. Currently, studies about the Triclosan toxicity in the water
and, mainly in the sediment, are poorly. We have the knowledge that the
photodegradation of this product results into dichlorodibenzo-p-dioxin, and now it has
great discussion on environmental agencies, like EPA, about the release or restriction of
this product. The aim of this work is to assess the effects of Triclosan on mortality of
insect larvae Chironomus xanthus and mortality and reproduction inhibiton of
microcrustacea Ceriodaphnia dubia exposed to Triclosan spiked sediments based on
standard methods EPA and OECD. The EC50;96H obtained on acute toxicity tests with
C. xanthus was 45,26 mg.Kg™. The chronic toxicity tests with C. dubia using spiked
sediments were performed following the procedure in Burton & MacPherson (1995). A
no-observed-effect concentrations (NOEC) and lowest-observed-effect concentration
(LOEC) were 5,78 e 6,94 mg.Kg™, respectively.

Keywords: Triclosan, pharmaceuticals, Chironomus xanthus, Ceriodaphnia dubia,
spiked sediment.
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1. Introducao

Historicamente, as sociedades tém adotado modelos antropocéntricos de
desenvolvimento, nos quais € ressaltada a capacidade de intervencdo do homem sobre
a natureza. Assim, a humanidade tem exercido um forte dominio sobre o meio
ambiente, ocupando os espac¢os desordenadamente e explorando os recursos de forma

intensiva, sem a preocupag¢ao com as conseqiéncias desses atos.

No século XX, milhares de substancias, como bifenilas policloradas (PCBs),
agrotoxicos, praguicidas organoclorados, hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(PAHSs), dibenzenofuranos policlorados, dibenzeno-p-oxinas, farmacos, entre outros

foram produzidos e, em parte liberados no meio ambiente.

Estes fatos tém aumentado o interesse das sociedades em diminuir os danos
causados ao meio ambiente. Destaca-se aqui, a preocupacdo com relacdo aos
ecossistemas aquaticos, que possui a agua como o recurso natural indispensavel ao
homem e de fundamental importancia para a preservagcao da vida no planeta (DERISIO,
1992).

Desde o inicio do século XX a humanidade tem se preocupado com os efeitos
adversos dos xenobibticos e seu potencial de risco para 0s ecossistemas aquaticos,
sendo que ja na década de 30, surge a primeira legislacao brasileira sobre os recursos
hidricos, denominada “Codigo das Aguas” (Decreto n°. 24.643/34). Nos anos 60, as
sociedades comecaram a se preocupar com os efeitos adversos dessas substancias a
longo prazo e seu potencial de risco para os recursos hidricos, principalmente apos o
langamento do livro “Silent Spring” (CARSON, 1962), que tornou-se um marco para

revolucdo ambientalista e o despertar da consciéncia ecoldgica.

A qualidade da agua por si so, e, em particular a qualidade microbiologica da
agua, tem uma grande influéncia sobre a saude: se ndo for adequada, pode ocasionar
surtos de doencas e causar sérias epidemias. Os riscos a saude associados a agua
podem ser de curto prazo, quando resultam da poluicdo de agua causada por

elementos microbiologicos ou quimicos, ou de médio e longo prazos, quando resultam



do consumo regular e continuo, durante meses ou anos, de agua contaminada com

produtos quimicos, como certos metais ou pesticidas (OPAS/OMS, 2001).

No que se refere aos ecossistemas aquaticos, as atividades antropicas geram
impactos, promovendo lentas e, muitas vezes, irreversiveis modificacdes (BOHRER,
1995). Comunidades e populacbes aquaticas podem ser consideradas indicadores
biolégicos do nivel de contaminacdo de um ambiente, onde a presenca ou a auséncia
de espécies pode ser um indicativo da perturbacdo dos ecossistemas (CHAPMAN,
1989).

by

A introducdo de substancias ou formas de energia estranhas a composicao
natural dos ecossistemas aquéticos provoca transformacgfes biolégicas e bioquimicas,
importantissimas nas comunidades deste meio. A eutrofizacdo, por exemplo, afeta a
composicado especifica do zooplancton através de alteracdes da natureza quimica da
agua que, por sua vez, modificam a composicao do fitoplancton, acarretando alteracdes
na qualidade e quantidade de alimentos disponiveis ao zooplancton. Assim, podem
existir diferentes comunidades associadas a diferentes condicdes troficas (ROCHA et
al., 1995).

Ecossistemas de agua doce ocupam uma pequena parcela da superficie do
planeta quando comparados aos marinhos e terrestres, porém a sua importancia para o
homem €& bem maior que sua area, por constituirem uma fonte mais conveniente e
barata de agua para as necessidades domeésticas e industriais (ODUM, 1988). Além
disso, sdo os ambientes mais convenientes de descarte do planeta. As maiores cidades
do mundo estédo localizadas em areas proximas a grandes rios e lagos ou estuarios,

gue passam a servir Ccomo corpos receptores de esgoto.

Segundo BRAGA et al. (2002), é fundamental que os recursos hidricos
apresentem condi¢cbes fisicas e quimicas adequadas para sobrevivéncia das
comunidades aquéticas. Devem conter substancias essenciais a vida e estar isentos de
outras substancias que possam produzir efeitos deletérios aos organismos que compde

as cadeias alimentares. Assim, disponibilidade de agua significa estar presente néo



somente em quantidade suficiente em uma dada regido, mas também que a qualidade

seja satisfatoria para suprir as necessidades de uma determinada biota.

Avaliacbes da qualidade dos sedimentos devem fazer parte dos programas de
monitoramento da qualidade da agua. Nos corpos d’agua, o sedimento contaminado
pode afetar 0os ecossistemas, 0s recursos naturais e a saude humana (CHAPMAN et
al., 2002). Os contaminantes, ap6s atingirem o ambiente aquatico, tendem a acumular-
se nos sedimentos, que passam a funcionar ndo s6 como repositério, mas como fonte
de contaminacdo para as cadeias alimentares, tanto para organismos bentonicos
(exposicéo direta), como também para os pelagicos, através da ressuspensao dos
contaminantes provocada por atividades biologicas, correntes, tempestades,
dragagens, pela troca que existe entre a agua intersticial e a agua sobrejacente aos
sedimentos, ou ainda pela via alimentar (ZAMBONI, 1993 apud ABESSA, 1996).

No Brasil, a preocupacédo com as questdes ambientais € relativamente recente.
A conscientizacdo da sociedade e a legislacdo ambiental tém levado as empresas a
uma relacdo mais sustentavel com o meio ambiente. No Brasil, na década de 80, o
CONAMA (Conselho Nacional do Meio Ambiente), responsavel pela formulagdo de
resolugbes que representam importantes instrumentos normativos para a gestdo
ambiental em busca do crescimento sustentavel, publica a resolucdo que estabelece os
padrbes de qualidade das aguas no territério nacional e classifica o recurso em classes
de acordo com seu uso e nivel de qualidade (CONAMA, 1986). Em 2005 foi publicada
uma revisdo da Resolucdo CONAMA n° 20/1986, com véarias modificacdes, inclusive
exigindo a realizacdo de ensaios ecotoxicolégicos no controle de efluentes liquidos.
Esta nova verséo citada € a Resolucdo CONAMA n° 357/2005.

De acordo com TOCCHETTO & PEREIRA (2008) a crescente preocupacdo com
a qualidade ambiental tem levado as industrias brasileiras a buscarem alternativas
tecnoldgicas mais limpas e matérias primas menos toxicas, com intuito de reduzir o
impacto ambiental e a degradagdo ambiental. O monitoramento ambiental auxilia no

gerenciamento dos recursos naturais, fornecendo informacdes a respeito da extensao



dos impactos causados pela poluicdo e avalia a eficiéncia das medidas mitigatorias

adotadas para eliminar ou reduzir os efeitos destes impactos (CHAPMAN, 1989).

Um grande numero de xenobiodticos potencialmente toxicos estad presente nos
ecossistemas, muitas vezes em concentracfes que por si s6 ndo causam maleficios,
mas a partir de interagcbes com outras substancias podem acarretar danos

significativos.

A necessidade de se conhecer os efeitos causados pelos xenobidticos nos
ecossistemas aquaticos tem levado ao desenvolvimento de diversos métodos
destinados a avaliacdo dos efeitos biolégicos da poluicdo. Estes métodos, em conjunto
com analises quimicas, vém sendo utilizados em um numero cada vez maior de
estudos ambientais. Esses estudos surgiram para complementar a abordagem da
contaminagdo quimica nos programas de monitoramento ambiental, realizadas pelas
analises quimicas, com o desenvolvimento de uma avaliagdo da poluicdo com énfase
nos efeitos bioldgicos (MOORE et al., 1987; BAYNE et al., 1988).

Os estudos destinados a avaliacdo da qualidade dos ecossistemas, com énfase
nas respostas biolégicas dos organismos, levaram ao desenvolvimento de uma ciéncia
denominada Ecotoxicologia, que estuda os efeitos dos contaminantes sobre os seres
vivos e os ecossistemas (NEWMAN, 2002). A Ecotoxicologia alerta para os riscos de
substancias quimicas, sugerindo a aplicacdo de medidas preventivas antes que
ocorram graves danos aos ecossistemas naturais (PAASIVIRTA, 1991 apud
FERNICOLA et al., 2003).

Atualmente, hd uma crescente preocupagdo com a presenca de compostos
quimicos emergentes, ou micropoluentes, como farmacos e produtos de cuidado
pessoal (PPCP - “Pharmaceutical and Personal Care Products”), em ambientes
aquaticos e seus possiveis impactos ambientais, pois pouco € conhecido sobre o efeito
dessas substancias no meio ambiente. Nos ultimos anos, grande énfase tem sido dada
a avaliacdo de impacto no meio ambiente através de dados ecotoxicoldgicos sobre os

compostos quimicos emergentes.



Poluentes emergentes podem ser definidos como qualquer substancia quimica
natural ou sintética que historicamente ndo eram monitoradas nem consideradas como
poluentes, mas que mesmo em baixas concentracdes podem causar riscos a saude
humana e ao meio ambiente (BILA & DEZOTTI, 2006).

Neste sentido, o trabalho visa avaliar os efeitos agudos e crbénicos do farmaco
Triclosan nos sedimentos e na agua, atraveés da resposta de organismos benténicos e

planctbnicos.

O Triclosan é uma substancia mundialmente utilizada pelo seu mecanismo de
efeito antimicrobiano, sendo encontrado em pelo menos 932 produtos como pastas de
dentes, anti-sépticos bucais, sabonetes, shampoos, lo¢des, desodorantes, roupas,
entre outros, de acordo com a Environmental Working Group (EWG, 2009). Como
consequéncia, vem sendo encontrado freqliientemente em matrizes ambientais (dgua
superficiais e sedimentos), efluentes de estacbes de tratamento de esgoto (ETE),
efluentes industriais e inclusive leite materno. Além disso, a fotodegradacdo do
Triclosan gera como subproduto o dichlorodibenzo-p-dioxin (DCDD) (LORES et al.,
2005; SANCHEZ-PRADO et al., 2006), o que aumenta ainda mais a preocupagado em

relacdo ao uso intensivo desta substancia.

Embora o Triclosan seja frequentemente encontrado em matrizes ambientais,
poucos trabalhos reportam sobre os efeitos desta substancia na dgua (ORVOS, 2002;
CINIGLIA et al., 2005; LAMEIRA, 2008), além disso, é importante ressaltar que existem
poucos dados sobre os efeitos em espécies tropicais. No que se refere aos efeitos da

contaminacdo nos sedimentos, ndo existem trabalhos reportados na literatura.

A ocorréncia de farmacos residuais em aguas superficiais e subterraneas, bem
como em sedimentos, demonstra a necessidade de estudos que determinem os efeitos
ecotoxicologicos dessas substancias no ambiente. Devem ser realizadas avaliacfes
dos efeitos agudos e cronicos com diferentes organismos, avaliando diferentes matrizes
(dgua, sedimento, etc.) para se produzir dados suficientes para avaliagcbes de risco
destas substancias (CINIGLIA et al., 2005). Uma vez conhecidos os efeitos, os limites



de concentracdes para o descarte seguro de Triclosan em efluentes domésticos

tratados em corpos receptores poderao ser estabelecidos.



2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

* Avaliacdo ecotoxicolégica do Triclosan em &agua e em sedimento enriquecido
(“spiked sediment”) através de ensaios de ecotoxicidade para avaliacdo de efeitos
agudos e crbnicos, utilizando-se como organismos-teste Ceriodaphnia dubia e

Chironomus xanthus.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Avaliacdo do efeito agudo do Triclosan para C. xanthus em sedimento através de
ensaios de ecotoxicidade aguda com sedimento enriquecido;

* Avaliacdo do efeito crénico do Triclosan para C. dubia em sedimentos através de
ensaios de ecotoxicidade crénica com sedimento enriquecido;

» Avaliacéo do efeito cronico do Triclosan para C. dubia na agua através de ensaios
de ecotoxicidade cronica;

* Avaliagao do efeito teratogénico do Triclosan para C. dubia;

* Avaliagao da influéncia do alimento composto utilizado na dieta de C. dubia no efeito
cronico do Triclosan através de ensaios de ecotoxicidade crénica;

» Fornecer subsidios para o estabelecimento de padrées aceitaveis de emissao do

Triclosan em corpos d’agua receptores.



3. Revisao Bibliografica
3.1. Ecotoxicologia e Meio Ambiente

Segundo NEWMAN & UNGER (2003), a Ecotoxicologia € uma ciéncia que
estuda os contaminantes e seus efeitos nos constituintes da biosfera, incluindo os seres
humanos, com o proposito de se conhecer e/ou avaliar os impactos das atividades
humanas no ambiente. E uma ciéncia multidisciplinar e holistica, pois aborda questdes
como efeitos toxicos nos niveis celular (bioguimico e fisioldgico), individual, e até niveis
mais elevados de organizacdo, como populacional, de comunidade, ecossistema e
biosfera (NEWMAN & UNGER, op.cit.). Além disso, subsidia estudos sobre efeitos e
transporte de substancias quimicas no meio ambiente como, por exemplo, especiacao,
deposicdo e bioacumulagdo, e na biosfera, como volatilizacdo de pesticidas, por
exemplo. Esta ciéncia pode ser considerada um dos novos e dinamicos campos da
ciéncia, preocupada em estudar como o0s ecossistemas metabolizam, transformam,
degradam, eliminam, acumulam e sofrem acdo da toxicidade dos produtos quimicos

que nele penetram (RAND et al., 1995).

Segundo ABESSA (2002), os estudos ecotoxicolégicos podem ser empregados
com diversas finalidades, dentre os quais se destacam: 1) o conhecimento da qualidade
de aguas, sedimentos, solos e do ar; 2) os fins de regulacdo e a definicdo de limites
méaximos permissiveis para o lancamento de efluentes e substancias quimicas; 3) as
estimativas do efeito de descargas de contaminantes sobre as populagdes naturais; 4)
a definicdo de areas criticas; 5) analises de risco ecolédgico; 6) como integrantes em
programas de monitoramento ambiental; 7) a detecc&o dos primeiros sinais de impacto
devido a compostos quimicos (“early warning”); 8) fornecer significado bioldgico para

dados de contaminacgéo; 9) servir como prova legal.

Dentro da Ecotoxicologia, os ensaios de ecotoxicidade sdo consagrados como
uma importante ferramenta de controle ambiental, que fornece dados qualitativos e
quantitativos sobre os efeitos adversos de estressores ambientais (COONEY, 1995),

proporcionando uma evidéncia direta das consequéncias da contaminacdo, podendo



ser utilizada para estimar a toxicidade de misturas complexas de contaminantes tanto

em fase liquida, como na fase soélida do sedimento (CESAR et al., 2002).

3.2. Ensaios de ecotoxicidade

Para identificar os efeitos de agentes toxicos e substancias quimicas sobre a
biota aquética, tém sido utilizados, nestas Ultimas décadas, ensaios de ecotoxicidade
com organismos de aguas continentais, estuarinas e marinhas, em condicdes
laboratoriais e/ou de campo. Esses testes possibilitam estabelecer limites permissiveis
para varias substancias quimicas e, ainda, avaliar o impacto de misturas de poluentes

sobre 0s organismos aquaticos dos corpos receptores (BERTOLETTI, 1990).

Ensaios de ecotoxicidade sdo procedimentos nos quais as respostas de
organismos vivos sdo utilizadas para avaliar a capacidade de substancias quimicas
(isoladas ou em combinagédo) e amostras ambientais de causar efeitos deletérios nos

organismos expostos (RAND, 1995).

Entende-se por toxicidade a propriedade inerente de um agente quimico que
produz efeitos danosos a um organismo quando este € exposto, por certo periodo, a
determinadas concentragbes de substancias quimicas, efluentes ou amostras
(CETESB, 1990).

Os ensaios de ecotoxicidade podem apresentar dois tipos de efeitos: agudo e
cronico. O efeito agudo é observado em curta duracdo, que se manifesta de maneira
rapida e severa, causando a letalidade ou alguma outra manifestacdo do organismo
como, por exemplo, a imobilidade, num intervalo de 0 a 96 horas. O efeito crbnico é
observado em um longo periodo do ciclo de vida do organismo, que afeta uma ou
varias funcbes bioldgicas dos organismos expostos, interferindo, por exemplo, no
metabolismo, crescimento e maturacdo, reproducédo, desenvolvimento dos ovos,
mutacdes e até mesmo morte dos organismos-teste apos longos periodos de exposicéo
(CETESB, 1990; COONEY, 1995).
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Os vérios ensaios toxicologicos que dao suporte a avaliagdo de toxicidade séo
expressos por curvas que elucidam a relagdo da dose/concentracdo de determinado
agente, com a resposta observada em determinado organismo, ou populagdo. A
relacdo dose-resposta constitui importante fase da avaliagdo de risco (HACON, 2003).

A toxicidade das substancias depende também do tempo de exposicdo dos
organismos. Ha varias razdes para essa dependéncia. Alguns xenobidticos ndo sao
prontamente eliminados do organismo, assim, a exposi¢cdo, mesmo que a pequenas
doses, podem levar ao acumulo do agente no organismo em niveis suficientes para
exercer efeito toéxico. Outros, embora sejam eliminados com relativa rapidez, exercem

efeitos irreversiveis, 0s quais provocam danos também irreversiveis (USEPA, 1989).

Para o controle ambiental, os ensaios de ecotoxicidade possuem uma série de
vantagens como baixo custo, obtencdo de respostas rapidas, simplicidade da maior
parte dos métodos, facil interpretacdo dos resultados e proporciona uma evidéncia
direta das consequéncias da contaminacdo (CESAR et al., 2002), além de fornecer
parametros para emissdo de poluentes no ambiente. Porém, o0s ensaios de
ecotoxicidade possuem algumas limitacdes, pois ndo indicam qual o composto
responsavel pelo efeito toxico e a extrapolacdo dos resultados ao meio ambiente deve
ser feita com muita cautela, visto que as condicOes de realizacdo dos testes em
laboratério séo diferentes dos complexos processos que ocorrem no ecossistema (KNIE
& LOPES, 2004).

3.2.1. Ensaios de ecotoxicidade aguda

Os testes de avaliacdo da toxicidade aguda sdo procedimentos nos quais as
respostas de organismos vivos permitem avaliar a capacidade de efluentes, amostras
ambientais e substancias quimicas (isoladas ou combinadas) soluveis ou dispersas em
agua, de causar efeitos deletérios sobre os organismos expostos (RAND &
PETROCELLI, 1985). O teste agudo é caracterizado por abranger um curto periodo do

ciclo de vida dos organismos-teste.
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Os ensaios de ecotoxicidade aguda sédo importantes para evidenciar os efeitos
letais em curtos intervalos de tempo, fornecendo dados fundamentais para o
desenvolvimento e adocdo de critérios para melhoria da qualidade ambiental
(FONSECA, 1991).

Este teste consiste em expor organismos-teste a diferentes concentracbes de
uma determinada amostra, por um periodo entre 0 e 96 horas. Apos esse periodo de
exposicdo, a mobilidade e mortalidade dos organismos sdo analisadas. O resultado é
expresso através da concentracdo letal mediana (CL50), ou seja, a concentracao do
agente téxico que causa letalidade a 50% dos organismos apos o periodo de
exposicao, ou através da concentracdo efetiva mediana (CE50), que € a concentracao
do agente toxico que causa imobilidade a 50% dos organismos expostos. A

concentracao efetiva € a considerada mais significativa para ser extrapolada a uma
populacdo (CETESB, 1990).

3.2.2. Ensaios de ecotoxicidade crénica

Os testes de avaliagdo da toxicidade cronica sdo procedimentos que permitem
avaliar os efeitos sub-letais de efluentes, amostras ambientais e substancias quimicas
(isoladas ou combinadas) soluveis ou dispersas em agua (RAND & PETROCELLI,
1985).

Através dos dados de mortalidade e fecundidade, por exemplo, € possivel
determinar o CENO (Concentracéo de Efeito Nao Observado) e CEO (Concentracao de
Efeito Observado), onde CENO é a maior concentracdo do agente toxico, onde nao se
observam efeitos deletérios estatisticamente significativos na sobrevivéncia e
reproducdo dos organismos, durante o periodo de exposicdo, que podem abranger
parte ou todo o ciclo de vida dos organismos-teste. CEO significa a menor
concentracdo do agente toxico, onde efeitos deletérios estatisticamente significativos

séo observados na sobrevivéncia e reproducéo dos organismos.
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3.2.3. Organismos-Teste

Vérias espécies de organismos vém sendo empregadas em ensaios de
ecotoxicidade, gerando subsidios importantissimos para uma melhor avaliacdo e

caracterizacdo dos efeitos agudos e cronicos de substancias e de matrizes ambientais.

Testar todas as espécies aptas para bioensaios excede a capacidade de
qualquer laboratério, ndo sendo praticavel por razdes técnicas e econémicas. Portanto,
€ recomendado sempre que possivel, a utilizacdo de 3 organismos de diferentes niveis
troficos ou 3 vias de exposicao diferentes para se caracterizar a toxicidade de uma
substancia, possibilitando assim, uma melhor caracterizacdo do grau de toxicidade do
efluente, corpo receptor ou amostra (RAND & PETROCELLI, 1985), obtendo-se
resultados ecologicamente mais relevantes. Isto porque ndo existe uma Unica espécie
de organismo-teste que represente integralmente os efeitos causados em um

determinado ecossistema.

Dentre os principais grupos de organismos, utilizados em ensaios laboratoriais,

destacam-se bactérias, microalgas, microcrustaceos, equindides e peixes.

A escolha de um organismo-teste € um fator essencial para o desenvolvimento
de ensaios de ecotoxicidade. Para a escolha do organismo-teste geralmente usam-se
0S seguintes critérios de selecdo: espécie cosmopolita, significativa representatividade
ecolégica, além de possuirem caracteristicas como facil amostragem, baixa
variabilidade genética, mobilidade limitada, facil cultivo em laboratério com custos
relativamente baixos, sensiveis a varios contaminantes no meio entre outros (EPA,
2002b).

3.2.4. Sedimento Enriquecido —“ spiked sediment”

Este método envolve a adicdo de uma ou mais substancias quimicas em
amostras de sedimento em diferentes concentracfes para avaliacdo dos efeitos do
composto testado sobre 0s organismos expostos, através de ensaios de ecotoxicidade
(EPA, 2001; OECD, 2004; SIMPSON et al., 2005).
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A contaminacdo do sedimento pode ser feita por adicdo direta do composto ao
sedimento, ou por adigdo na coluna d’agua, com um intervalo de tempo para se atingir
o equilibrio 4gua/sedimento. Os efeitos sobre a comunidade bentbnica, ou seja, 0s
organismos que habitam o sedimento aquatico ou a superficie deste, sdo determinados
a partir da exposicdo de um numero conhecido de organismos benténicos. Além disso,
este metodo inclui testes com organismos planctbnicos para se avaliar os efeitos da

biodisponibilizacdo de contaminantes para coluna d’agua.

As respostas biologicas a serem observadas sao mortalidade, mudancas na
reproducéo, alteracdes fisiolodgicas, morfolégicas ou de comportamento dos organismos

expostos no sedimento controle e no sedimento marcado.

Existem relativamente poucos trabalhos reportados na literatura utilizando esta
metodologia para avaliacéo de efeito dos contaminantes. PERY et al., (2003), avaliou o
crescimento e desenvolvimento de emergéncias de Chironomus riparius expostos a
sedimentos marcados com cobre. Em 2008, ALVES e colaboradores avaliaram o
comportamento, a bioacumulacédo e a toxicidade de sedimentos marcados com uranio
para Hyalella azteca.

No Brasil, o primeiro trabalho com “spiked sediment” foi realizado por SILVERIO
(2003), onde através de testes de toxicidade com Hyalella azteca e Tubifex tubifex,
foram levantados dados para uma derivacdo de Valores Guias de Qualidade de
Sedimento (VGQS) para metais como Cd, Cu, Pb, Ni e Zn como parte do Projeto
QualiSed. Os resultados de VGQS foram semelhantes aos guias de qualidade dos
sedimentos do Canada. O Projeto QualiSed tem como objetivo formar a base para a
proposicdo de um programa de avaliacdo integrada e hierarquica da qualidade de
sedimentos. Em 2005, também no Brasil, SILVA (2005) utilizou “spiked sediment” para

avaliar a toxicidade aguda do agrotéxico Permetrina para Chironomus xanthus.
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3.3. Farmacos nos Ecossistemas Aquaticos

A presencga de farmacos no ambiente tém-se configurado como um importante
tépico das ciéncias ambientais em foruns internacionais, pois algumas toneladas de

medicamentos s&o produzidas por ano e aplicadas na medicina humana e veterinaria.

Ha poucos anos atras, os farmacos e produtos de cuidados pessoais ndo eram
considerados poluentes e ndo faziam parte dos programas de monitoramento
ambiental, devido ao fato destes compostos ocorrerem em concentragdes muito baixas
no ambiente, ndo sendo detectados pelos métodos analiticos disponiveis na época.
Porém, o desenvolvimento de métodos analiticos mais sensiveis propiciou um aumento

significativo do nimero de trabalhos com farmacos na ultima década.

Estes micropoluentes sdo desenvolvidos para serem persistentes, mantendo
suas propriedades quimicas o bastante para servirem a um proposito terapéutico
(MULROQY, 2001), o que acarreta em um maior tempo de degradacdo destes no
ambiente.

Estudos demonstram que cerca de 50% a 90% de uma dosagem de farmaco é
excretada de forma inalterada no meio ambiente (MULROY, 2001) e nele persiste.
Estes compostos estdo presentes nos ecossistemas aquéticos, sendo 0s esgotos
domésticos, tratados ou ndo, uma das principais vias de entrada destes compostos. A

Figura 1 apresenta algumas possiveis rotas de exposi¢céo de farmacos no ambiente.

Recentemente o monitoramento de farmacos e produtos de cuidado pessoal no
meio ambiente vem ganhando grande interesse devido ao fato de muitas dessas
substancias serem freqientemente encontradas em matrizes ambientais como aguas
superficiais e sedimentos, além de efluentes de Estacdes de Tratamento de Esgoto
(ETES) e Estacbes de Tratamento de Agua (ETAs) no mundo todo, inclusive no Brasil,

em concentracdes na faixa de pg.L™* e ng.L™.
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Figura 1 — Possiveis rotas de farmacos e PPCPs no meio ambiente (Fonte:
BILA & DEZZOTI, 2003).

Em estudo realizado por HIRSCH et al. (1999), foi constatado a presenca de
diversos antibioticos utilizados tanto na medicina humana quanto na medicina
veterinaria em efluentes de ETEs e aguas superficiais na Alemanha. TERNES et al.
(1999), gquantificaram horménios como estrona, 17(-estradiol, 17a-ethinylestradiol e
16a-hydroxyestrone presentes em rios e ETEs na Alemanha, Canada e Brasil. A
concentracdo méxima de estrona encontrada em ETEs foi de 70 ng.L™ na Alemanha e
40 ng.L™* no Rio de Janeiro, Brasil.

Em 1999, STUMPF e colaboradores avaliaram diversos anti-inflamatorios em
quantidades que variaram de 0,1 a 1 pg.L™ no rio Paraiba do Sul, no Rio de Janeiro,
Brasil. Foi constatado ainda que, entre os efluentes das 10 ETEs amostradas, o nivel
de remocédo dos farmacos variou de 12 a 90%. A ocorréncia de farmacos também foi
relatada na regido de Campinas. SODRE et al., 2007 encontrou 17B-estradiol, 17a-
ethinylestradiol, entre outros compostos, nas &guas superficiais da Regido

Metropolitana de Campinas, na bacia do rio Atibaia.
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Mesmo em baixas concentracfes, efeitos adversos a biota sdo observados com
a presenca de farmacos no ambiente. GAGNE et al. (2006), verificaram a ocorréncia de
farmacos em estacdo ETEs localizadas no rio St. Lawrence no Canad4, onde foram
encontrados cafeina (22 pg.L™?), Ibuprofen (1 pg.L™) e Carbamazepan (0,1 pg.L™?), entre
outros. Neste mesmo trabalho, foi avaliada a toxicidade para peixes através do uso de
biomarcadores, onde os resultados sugeriram que mesmo baixas concentragfes de
PPCPs poderiam influenciar o metabolismo em células do figado, conduzindo-as

a um dano oxidativo.

O aumento da ocorréncia de PPCPs no ambiente aquatico causa efeitos
adversos a saude humana e as comunidades aquéticas. O risco ambiental dos PPCPs
juntamente com a proliferacdo do uso de compostos organicos sintéticos desencadeou

uma grande preocupacao com o potencial toxico para a biota aquatica.
3.4. Triclosan

O Triclosan (Figura 2) é um farmaco (SETAC, 2005) mundialmente utilizado pelo
seu mecanismo de efeito bactericida, sendo encontrado em pelo menos 932 produtos
de grandes companhias, como pastas de dentes, sabonetes, cremes para pele,
xampus, lo¢cdes, desodorantes, sapatos, roupas esportivas, entre outros, de acordo com
a EWG - Environmental Working Group (2008). Varias das grandes companhias citadas
pela EWG estdo entre as 100 maiores marcas mundiais, segundo levantamento feito
pela consultoria de marcas Interbrand em parceria com a revista americana "Business
Week" em 2007.

Cl OH

Figura 2 — Estrutura molecular do
Triclosan (5-Chloro-2-(2,4-
dichlorophenoxy)phenol.
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O composto organico Triclosan também é conhecido como: Irgasan DP 300,
Irgacare MP, Lexol 300, Ster-Zac, Cloxifenolum, Irgagard® B 1000 e 5-cloro-2-(2,4-
diclorofenoxi) — fenol (TIXIER et al., 2002).

O Triclosan vem sendo frequentemente encontrado em matrizes ambientais
(Agua superficiais e sedimentos) (LINDSTROM et al., 2002; TIXIER et al., 2002;
AGUERA et al., 2003; SABALIUNAS et al., 2003; BENDZ et al., 2005; HUA et al., 2005;
HALDEN & PAULL, 2005; NISHI et al., 2008; XIE et al., 2008), amostras de efluentes
de estacOes de tratamento de esgoto (ETE) e efluentes industriais tratados (REISS et
al., 2002;; BENDZ et al., 2005; HUA et al., 2005; THOMAS & FOSTER, 2005; BLAISE
et al.,, 2006; WALTMAN et al., 2006; KUSTER et al., 2008), inclusive em amostras de
leite materno (ADOLFSSON-ERICI et al., 2002; ALLMYR et al., 2006). De acordo com
DAYAN (2007), embora o Triclosan seja encontrado no leite materno em baixas

concentracoes (7,4 pg/kg/d.), ndo existem evidéncias de risco aos recém-nascidos.

No Brasil existem apenas dois trabalhos onde foram avaliados os efeitos do
Triclosan em organismos aquéticos. LAMEIRA (2008) avaliou os efeitos deste
composto na reproducdo de Ceriodaphnia silvetrii (0,04 mg.L™") e constatou ainda
malformacdes em neonatas geradas em testes de toxicidade crénica com Daphnia
similis (IC50 relativo a malformacdes 0,057mg.L™"). J& CORTEZ et al. (2008),
observoram anomalias no desenvolvimento embrio-larval do ourigco-do-mar Lytechinus

variegatus atraves de ensaios de ecotoxicidade crbnica de curta duracéo.

Na Tabela | sdo apresentados alguns resultados de toxicidade do Triclosan

reportados na literatura.
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Tabela | - Resultados de toxicidade do Triclosan reportados na literatura.

ORGANISMO- PERIODO DE RESULTADO -
TESTE ESTIMATIVA ENDPOINT EXPOSICAO (mg.L?Y REFERENCIA
ALGAS
Scenedesmus CE 50 Crescimento 72 h 0,0028 Orvos (2002)
subspicatus
Pseudokirchneriella CE 50 Crescimento 96 h 0,0044 Orvos (2002)
subcapitata
Closterium CE 50 Crescimento 96 h 0,5 Ciniglia et al. (2005)
ehrenbergii - Efeito genotdxico 96 h 0,25 Ciniglia et al. (2005)
EQUINODERMAS
Lytechinus variegatus IC 50 Desenv_olwmento 24 h 0,14 Cortez et al. (2008)
embriolarval
CRUSTACEOS
Ceriodaphnia dubia CE 50 Imobilidade 48 h 0,08 Lameira (2008)
Ceriodaphnia silvestrii CE 50 Imobilidade 48 h 0,09 Lameira (2008)
Daphnia similis CE 50 Imobilidade 48 h 0,22 Lameira (2008)
Daphnia magna CE 50 Imobilidade 48 h 0,39 Orvos (2002)
PEIXES
Poecilia reticulata LE 50 Mortalidade 96 h 0,36 Pes;&zggszcggggty
CENO Crescimento 61-d 0,034 Orvos (2002)
. CEO Crescimento 61-d 0,071 Orvos (2002)
Oncorhynchus mykiss - o
CE 50 Mortalidade 96 h 0,36 Pesticide Ecotoxicity

Database (2000)

3.5. Legislacéo

Embora os ensaios de ecotoxicidade tenham sido padronizados pela CETESB
em meados da década de 80, eles sO passaram a ser exigidos pela legislagdo estadual
de S&o Paulo no ano 2000, atraves da Resolugdo SMA N.° 03/2000. Em 2005 os
ensaios de ecotoxicidade ganharam projecdo nacional, ao serem introduzidos na
revisdo da Resolucdo CONAMA N.° 20/1986. Esta nova versao citada, € a Resolugao
CONAMA N.° 357/2005, que passa a exigir os ensaios ecotoxicolégicos no controle de

efluentes liquidos e na avaliacdo dos corpos hidricos.

No que diz respeito a qualidade dos sedimentos, embora a Resolucdo CONAMA

N° 344/2004 (unico documento legal no Brasil que se refere a contaminacdo de



19

sedimentos) tenha instituido a complementacdo das analises ecotoxicologicas na
avaliagdo do material dragado de corpos d’agua doce, salina e salobra, os limites de
concentragcdo de algumas substancias sdo baseados em legislacbes estrangeiras,
restringindo uma andlise segura por nao ter valores particulares estabelecidos no nosso

territério nacional.

No Brasil existem diversas regides com varios habitats e climas diferentes. Desta
forma, os limites deveriam ser implementados baseando-se em trabalhos realizados por
nossas instituicdes, pois temos condi¢cdes e conhecimento suficiente para obter dados
gue correspondam de maneira mais significativa aos nossos ecossistemas, e instituir
valores adequados a legislacdo do nosso pais. Deve-se ressaltar ainda que, em um
determinado pais, o conhecimento cientifico deve estar contemplado na esfera federal,
onde a adocdo de padrbes de qualidade pode ser mais ou menos restritiva,

dependendo das situagdes locais.

Recentemente entrou em vigor no Estado de S&o Paulo a Resolugdo SMA N.°
37/2006 que busca a maior confiabilidade dos resultados de ensaios bioldgicos, que so
serdo aceitos quando realizados por laboratorios de ensaio acreditados por parametros
determinados por normas especificas a esta legislagéo. Isso beneficia a qualidade dos

ensaios e a credibilidade de laboratorios pelo Estado.

Na Europa existem diversas leis de controle de poluicdo das aguas. A Alemanha
e Franca, por exemplo, possuem leis especificas para limites permissiveis de toxicidade
estabelecidos para as diferentes categorias industriais e corpos receptores. Embora em
alguns paises como Holanda, Inglaterra, Italia, Portugal e Suécia, o nivel de
implementacdo dos ensaios de ecotoxicidade no controle da poluicdo industrial seja
baixo, todos possuem programas de monitoramento ambiental no qual utilizam testes
ecotoxicologicos com peixes, microcrustaceos e algas (ZAGATTO & BERTOLETTI,
2006).

Os farmacos e os produtos de higiene e cuidados pessoais (PPCPs) ndo estao
contemplados nas legislagbes ambientais vigentes, tanto brasileiras como
internacionais. No Brasil a Resolugdo CONAMA N.° 358/2005, que dispde sobre o
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tratamento e a disposicao final dos residuos dos servicos de salde, exige apenas que
os residuos gerados sejam descartados de maneira adequada, ficando a critério de
gquem os produz qual o tratamento e descarte adequado. Uma vez comercializados os

produtos, eles sdo descartados sem qualquer critério.
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4. Metodologia

4.1. Cultivo e manutencao de organismos
4.1.1. Ceriodaphnia dubia

O género Ceriodaphnia € cosmopolita e importante no elo da cadeia alimentar
em aguas continentais. Possui baixa variabilidade genética, mobilidade limitada, facil
cultivo em laboratério com custos relativamente baixos e € sensivel a varios

contaminantes.

O cladécero Ceriodaphnia dubia tém sido utilizado como organismo-teste pela
CETESB desde 1985 e € uma espécie padronizada em norma da ABNT (2005), apesar
desses organismos ndo ocorrerem naturalmente em regides tropicais. Ceriodaphnia
dubia tem sido relatada em areas litoraneas de lagos, lagoas e pantanos na maior parte
do mundo, mas é dificil determinar a sua distribuicdo real, pois ela tem sido relatada na
literatura sob varios outros nomes (C. affinis, C. quadrangula, C. reticulata) (EPA,
2002a).

4.1.1.1. Agua de cultivo

A agua de diluicao utilizada para testes e cultivos foi de fonte natural, filtrada em
rede de plancton com malha de 45 pm e com dureza ajustada entre 40-48 mg.L™
CaCOg3 ApOs o0 ajuste da dureza, a agua permanece aerando por um periodo minimo
de 24 horas para total diluicdo dos sais (ABNT, 2005).

A agua utilizada nos cultivos e testes foi periodicamente coletada (a cada 20 dias
aproximadamente) no Reservatorio de Ribeirdo do Pirai (Figuras 3 e 4), localizado no
municipio de Salto de Itu, SP. Este ponto de coleta foi escolhido por ser monitorado
pelo Laboratério de Ecotoxicologia do IPEN ha quase uma década e, além disso, este

reservatorio é destinado ao abastecimento publico.
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Figura 3 — Modelo digital do terreno da Bacia do Rio Jundiai com destaque do ponto de
coleta de agua no Reservatorio de Ribeirdo do Pirai. Fonte: NEVES & PEREIRA (2005);

Figura 4 — Foto do ponto de coleta de agua no reservatorio Ribeirdo do Pirai.
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Os valores de pH e temperatura foram ajustados no momento da utilizacdo da
agua. A 4gua utilizada para os testes e cultivos teve seu pH ajustado para 7,3 (= 0,3),
medido em pHmetro da marca Orion, modelo 150, e sob temperatura de 25°C (+ 2). A
condutividade elétrica foi aferida com o auxilio de um condutivimetro da marca Orion,
modelo 420A, e deve estar em volta de 160 uS/cm. O oxigénio dissolvido (O.D.) foi
medido com auxilio de um aparelho da marca YSI 5100, com eletrodo YSI 5010 BOD
Probe, e manteve-se entre 5 mg.L™" e 8,5 mg.L™* (ABNT, 2005).

4.1.1.2. Teste de viabilidade da 4gua de cultivo

Testes de viabilidade da agua fazem parte da rotina do laboratério de
Ecotoxicologia do Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN), e foram
realizados a cada lote novo de agua. O teste foi realizado em 5 réplicas e consistiu em
expor 10 organismos neonatos por réplica a 4gua a ser testada, sem alimento e sem
aeracao, e mantido em incubadora com temperatura controlada por um periodo de 48
horas. O lote de agua é aceitavel para uso nos testes e cultivos caso a imobilidade dos

organismos expostos ndo exceder a 10% (ABNT, 2005).
4.1.1.3. Alimento

A alga utilizada como alimento foi a cloroficea Pseudokirchineriella subcapitata,
na concentracdo de 2 x 10° células/mL por organismo/dia. A alga foi cultivada em meio
L.C. Oligo, sob aeracéo e iluminagdo constantes, a intensidade luminosa de 2800 lux, e
temperatura média de 24°C (+2). Os organismos receberam como um complemento
alimentar uma racdo composta a base de racdo de peixe, combinada com fermento
bioldgico Dr. Oetker® fermentado, com teor de soélidos em suspensédo calculado em
0,045 g/mL™. Os organismos foram alimentados diariamente conforme recomendac&o
da ABNT (2005).

4.1.1.4. Condicdes de cultivo

As culturas foram mantidas em incubadoras, com intensidade luminosa de 500 a

1000 lux, fotoperiodo de 16 horas-luz, a temperatura de 25°C (+2).
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4.1.1.5. Manutenc¢éo dos cultivos

Os cultivos populacionais de C. dubia foram mantidos em béqueres com 1000
mL de &gua de diluicdo e 50 individuos no inicio de cada lote. A manutengcdo dos
cultivos foi feita 3 vezes por semana, quando transferiu-se todos os organismos para

um béquer limpo com agua de diluicdo renovada, ajustada e com alimento.

A transferéncia dos organismos foi feita com o auxilio de uma pipeta de Pasteur
com didmetro grande suficiente para evitar o estresse ou até mesmo danos fisicos dos

organismos durante 0 manuseio.

A EPA (2002a) recomenda que se mantenham cultivos com idades variaveis, de
maneira que o laboratério sempre tenha animais de todas as idades, 0 que assegura a
reciclagem dos cultivos. Semanalmente, na repicagem dos cultivos, a cultura mais

antiga foi descartada, dando origem a uma nova com individuos jovens.

Os cultivos individuais foram mantidos para servir de fonte de neonatas para os
ensaios de ecotoxicidade cronica utilizando-se béqueres de 50 mL com volume final
igual a 30 mL de agua de diluicdo, com apenas 1 organismo por béquer. A manutencéo

destes cultivos foi realizada da mesma forma que os cultivos populacionais.
4.1.1.6. Teste de sensibilidade

O método consistiu em expor fémeas jovens de Ceriodaphnia dubia a 5
concentracdes diferentes de uma substancia de referéncia, no caso Cloreto de Sddio,
mais um controle, por um periodo de 48 horas. Os testes foram realizados em tubos de
ensaio aferidos para 10 mL, com 4 réplicas para cada concentracdo e 5 organismos em

cada tubo de ensaio.

Os resultados obtidos nos testes de sensibilidade devem se encontrar dentro dos

limites da carta-controle estabelecida para o laboratério.
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4.1.2. Chironomus xanthus

Chironomus xanthus (Diptera: Chironomidae) tem a fase larval no fundo dos
lagos ou associada a vegetacao, presa aos caules e folhas de plantas ou no interior de
tubos que constroem fixando particulas do fundo a seda secretada por suas glandulas
salivares. Por meio de ondulac¢des do corpo a agua flui através do tubo, permitindo a

passagem de particulas organicas e algas que constituem seu principal alimento.

Nos ambientes aquaticos as larvas colonizam basicamente o sedimento e a
vegetacdo aquatica, mostrando ampla faixa de condi¢cdes nas quais podem viver, o0 que

reflete a elevada capacidade adaptativa do grupo.
4.1.2.1. Cultivo e Manutencéo

A manutencdo dos cultivos e ensaios de ecotoxicidade com C. xanthus foram
realizados de acordo com os procedimentos descritos por SILVA (2005), modificados a
partir de procedimentos da EPA (2000) e OECD (2004). Os cultivos de C. xanthus
foram mantidos em bandejas plasticas com uma camada de sedimentos no fundo (0,5
cm) e 3 litros de &gua destilada reconstituida com dureza de 10 mg.L™ de CaCOj3 e pH
7,0. As culturas foram mantidas sob aeracdo constante, fotoperiodo de 16 horas-luz e

temperatura na faixa de 24°C (£1°C).

A manutencdo dos cultivos foi feita a cada dois dias, quando ocorria troca de
aproximadamente 50% do volume de &4gua e os organismos eram alimentados com
racdo TertraFin® 50 g.L™. O nlimero de individuos e desovas foram registrados & cada
manutencdo. O cultivo das larvas foi realizado a partir das desovas coletadas no
primeiro dia da semana. Apds seis dias as larvas comecavam a ser alimentadas em
dias alternados (segundas, quartas e sextas). Antes das larvas se transformarem em
pupa (14 dias aproximadamente), um numero de no maximo vinte larvas foram
transferidas para a cultura nas bandejas cobertas com telas de nylon para evitar a

evasao e acasalamento.
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4.1.2.2. Alimentacao

O alimento foi preparado com racédo para peixes TertraFin®, na proporcéo de 50
g.L™* com validade de 15 dias. Para o preparo do alimento macerou-se 5 gramas de
racdo em um cadinho de porcelana, até obter um po fino, onde foi adicionado 100 mL
de agua destilada e mantido em geladeira a temperatura de 4°C (x2°C). Os cultivos de
C. xanthus foram alimentados trés vezes por semana com 5 mL da racao preparada,
assim como os cultivos de larvas, porém na alimentacdo das larvas houve aumento
gradual do volume de ragcao de acordo com o desenvolvimento dos organismos (1 a 3
mL).

4.1.2.3. Testes de sensibilidade

Os testes de sensibilidade com C. xanthus foram realizados com Cloreto de
Sodio como substancia de referéncia. Os procedimentos para realizacdo dos ensaios

estdo descritos no item Teste definitivo (4.2.2.2.1.).

Os resultados obtidos nos testes de sensibilidade devem se encontrar dentro dos

limites da carta-controle estabelecida para o laboratério.

4.2. Avaliacdo da toxicidade do Triclosan
4.2.1. Substancia-teste

O Triclosan é um composto organico, de baixa volatilidade, lipofilico e possui
massa molecular de 289,5 g.mol™. Por ser um composto hidrofébico, necessita do uso
de solventes para sua diluigdo em agua, sendo recomendada pelo fabricante (Merck®)
a utilizacdo de solventes como Etanol ou DMSO (Dimethyl sulfoxide). Segundo ZHANG
(2003), o Etanol utilizado como solvente pode interferir na toxicidade cronica dos
organismos, aumentando a fecundidade, a producdo de machos e, aumentando a
toxicidade de alguns produtos. Estudos recentes com Triclosan (ISHIBASHI, 2004;
LAMEIRA et al., 2007; CORTEZ et al., 2008; LAMEIRA, 2008) tém utilizado DMSO
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como solvente devido ao fato de ndo causar interferéncia na toxicidade do Triclosan. No

presente trabalho optou-se pela utilizagdo do DMSO.

O Triclosan utilizado nos testes, de procedéncia da Merck®, foi adquirido na
forma de p6 branco, com uma pureza = 97%, com numero de identificacdo CAS 3390-
34-5, catalogo n° 647950 e numero RTECS K01100000. O solvente DMSO (C,HgOS),
de procedéncia da Merck®, foi aquirido na forma liquida transparente, tendo nimero de
identificacdo CAS 67-68-5 e catalogo n® 317275.

As Fichas de Informacdo e Seguranca de Produtos Quimicos (FISPQ) do

Triclosan e do DMSO encontram-se no Anexo 1.
4.2.2. Avaliacdo da toxicidade em sedimentos
4.2.2.1. “Spiked sediment”

Este método envolve a adicdo de uma ou mais substancias quimicas em
amostras de sedimento formulado para avaliacdo dos efeitos do composto testado
sobre 0s organismos expostos. Os protocolos empregados para o preparo (formulacéo),
equilibrio e mistura do sedimento com o composto foram embasados nos guias
orientativos da USEPA (2001), OECD (2004) e em SIMPSON et al. (2005).

4.2.2.1.1. Preparacao do sedimento para o teste

A técnica utilizada é denominada “slurry spiking” e consiste na adicdo de 250 g
de sedimento seco em um béquer de 500 mL, e em seguida é adicionado ao sedimento
25 mL da solucéo de Triclosan e DMSO na concentracdo desejada. O recipiente com a
mistura de sedimento e solucdo de Triclosan foi agitado vigorosamente por 60
segundos, duas vezes ao dia, por um periodo de 7 dias em ambiente com temperatura

controlada (aproximadamente 4°C) e sem iluminacdo (FRANCIS et al., 1984).

O sedimento utilizado deve estar livre de contaminantes que possam interferir na
toxicidade do composto e, para isso, os sedimentos foram calcinados a 550°C por 2

horas para eliminagdo da matéria organica. Apos esse procedimento, a OECD (2001)
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sugere a adicao de 2% (+0,5%) de matéria organica no sedimento. No presente
trabalho, optou-se pela utilizagcdo de humus cedido pela Tecam Laboratérios, pois estes
sao livres de contaminantes e s&o utilizados para cultivo de minhocas em testes para

avaliagdo da toxicidade de produtos quimicos (OECD, 1984).

Apds o procedimento de mistura, foi adicionado ao sedimento marcado agua de
cultivo seguindo a proporcao definida pelo método de ensaio (1sedimento/4adgua). Os
frascos-teste foram colocados em camara com temperatura controlada (25°C+1) por 24

horas (equilibrio) até o inicio dos ensaios.

4.2.2.1.2. Coleta de sedimento

As amostras de sedimento natural utilizadas neste trabalho foram coletadas
proxima a Represa do Broa, localizada no municipio de Sdo Carlos, Sdo Paulo. Em
laboratério, o sedimento passou por uma peneira de 2 mm, foi lavado com &gua
corrente e calcinado a 550°C por duas horas para a completa eliminagdo da matéria
organica. Este sedimento € o mesmo utilizado em cultivos de Chironomus xanthus do
Laboratoério de Ecotoxicologia do Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares —
IPEN, da Universidade de Sao Carlos — UFSCAR e pela Escola de Engenharia de Sao
Carlos — USP.

4.2.2.1.3. Caracterizacdo do sedimento

As andlises quimicas de metais (Mg, Al, P, K, Ca, V, Cr, Mn, As, Fe, Co, Ni, Cu,
Zn, Cd, Pb, Ba, Hg) presentes nos sedimentos foram realizadas através da técnica de
espectroscopia de emissdo atdbmica por plasma de argdnio induzido (ICP-OES). A
analise de distribuicdo granulométrica de massa, segundo intervalos definidos na
escala de Wentworth, foi realizada seguindo os procedimentos descritos nha Norma
Técnica da CETESB L6.160 (1995). As andlises quimicas e de distribuicdo
granulométrica dos sedimentos foram realizadas pelo Laboratério de Analises Quimicas

e Ambiental do Centro de Quimica e Meio Ambiente do IPEN.
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4.2.2.2. Ensaios de ecotoxicidade aguda nos sedimen  tos com Chironomus

xanthus.

O teste consistiu em expor larvas de C. xanthus as solu¢des-teste (amostra de
sedimento e agua de diluicdo) e avaliar os dados de sobrevivéncia apdés um periodo de
96 horas de exposicao. Os procedimentos para avaliacdo da toxicidade aguda no
sedimento utilizando-se C. xanthus como organismos-teste seguiram a metodologia
descrita em SILVA (2005), modificados a partir de procedimentos da EPA (2000) e
OECD (2004).

De acordo com o intervalo de concentracdes estabelecido no teste preliminar, foi
preparada uma série de solucbes-teste intermediarias de razdo de diluicdo de 1,2.
Foram utilizadas concentracdes de 24,11; 28,93; 34,72; 41,66 e 50,0 mg.Kg™. Além
disso, foram realizados dois controles, sendo um controle s6 com agua e mais um
controle com DMSO na concentracdo mais alta do solvente utilizado nos testes. Para

cada concentracdo foram feitas 10 réplicas.
4.2.2.2.1. Preparo das solugbes-teste

Apds o sétimo dia de marcacdo do sedimento, as amostras foram colocadas nas
camaras-teste e logo apds, a agua de diluicdo foi adicionada na proporcao de 1:4,
respectivamente (5g/20mL). O teste de toxicidade aguda com C. xanthus foi realizado
em béqueres de 30 mL com volume final de solugéo-teste de 20 mL. O preparo ocorreu
24 horas antes de se iniciar o experimento para possibilitar a sedimentacdo das

amostras e permitir que o equilibrio dgua/sedimento se estabeleca.

As caracteristicas fisico-quimicas (pH, oxigénio dissolvido e condutividade) da

agua de diluicdo foram medidas no inicio e no final do teste.
4.2.2.2.2. Montagem do teste

Apobs as 24 horas do preparo das solucdes-teste, foram adicionados 1 organismo
para cada béquer (10 réplicas), sendo transferidos de maneira aleatoria para os
béqueres com auxilio de uma pipeta de Pasteur.
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4.2.2.2.3. Condicdes para realizacéo dos testes

O teste foi mantido sob temperatura controlada de 25°C (+1), com fotoperiodo de
16 horas-luz. Os organismos foram alimentados na montagem do teste e no segundo
dia com 0,10 mL de racdo (50 g.L™* TetraFin®). A Tabela Il apresenta um resumo da
metodologia do teste. As fichas dos ensaios de ecotoxicidade aguda do Triclosan em

sedimentos para Chironomus xanthus encontram-se no Anexo 2.

Tabela Il — Condicdes para realizagdo dos ensaios de ecotoxicidade aguda do Triclosan

em sedimento para Chironomus xanthus.

Parametros Condicgbes

Tipo de teste Estatico

DiluicBes Controle e 5 concentragfes
Substéncia Triclosan

Temperatura 25t 1°C

Fotoperiodo 16 h luz

Idade do organismo 7 dias (2° para o 3° instar)
Céamera teste Béquers de 30 mL

Volume de agua 20 mL

N° de organismos/camara 1

N° de réplicas por tratamento 10

Alimentacdo 0,10 mL (50 g.L™ TetraFin®) no dia 0 e 2
Substrato 5g de sedimento

Agua de diluicéo Agua de cultivo

Duracao do teste 96 h

Parametro Analisado Letalidade (CL50)

4.2.2.3. Avaliacdo da toxicidade cronica no sedimen  to com C. dubia

O teste consistiu em expor neonatos de C. dubia as solu¢des-teste (amostra de
sedimento e agua de diluicdo) e avaliar os dados de sobrevivéncia e reproducédo apos
um periodo de 7 dias de exposi¢cdo. Os procedimentos para avaliacdo da toxicidade
cronica no sedimento utilizando-se C. dubia como organismos-teste seguiram a
metodologia descrita em BURTON & MACPHERSON (1995). As primeiras quarenta e

oito horas do teste foram utilizadas para avaliar os efeitos agudos.
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De acordo com o intervalo de concentracdes estabelecido no teste preliminar, foi
preparada uma série de solucbes-teste intermediarias de razdo de diluicdo de 1,2.
Foram utilizadas concentracées de 4,82; 5,78; 6,94; 8,33 e 10,0 mg.Kg™. Além disso,
foram realizados dois controles, sendo um controle s6 com agua e mais um controle
com DMSO na concentragdo mais alta utilizada nos testes. Para cada diluicdo e

controle foram adicionados 10 organismos distribuidos em 10 réplicas.

Diariamente as neonatas produzidas por cada fémea foram contadas e
observadas (cinco neonatas observadas/concentracdo) com auxilio de um microscopio
optico. As malformacfes, desenvolvimento incompleto e mortalidade das neonatas

foram registradas.
4.2.2.3.1. Preparo das solucdes-teste

Apoés o sétimo dia de marcacdo do sedimento, as amostras foram colocadas nas
camaras-teste e logo apos, a agua de diluicdo foi adicionada na proporcdo de 1:4,
respectivamente (5g/20mL). O preparo ocorreu 24 horas antes de se iniciar o
experimento para possibilitar a sedimentacdo das amostras e permitir que o equilibrio

agua/sedimento se estabeleca.

As caracteristicas fisico-quimicas (pH, oxigénio dissolvido e condutividade) da

agua de diluicdo foram medidas no inicio e no final de cada manutencéao do teste.
4.2.2.3.2. Montagem do teste

Apoés as 24 horas do preparo das solucdes-teste, foram adicionados 1 organismo
para cada béquer (10 réplicas), sendo transferidos de maneira aleatoria para o0s

béqueres com auxilio de uma pipeta de Pasteur.

O alimento, alga e racdo composta, foi fornecido diariamente e suspenso por 2
dias até a normalizacdo das condicdes, no caso de acumulo no sedimento ou quando a

saturacao de oxigénio dissolvido na agua foi inferior a 40%.
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4.2.2.3.3. Condicdes para realizacéo dos testes

As condicbes para realizacdo do teste sdo as mesmas descritas para as

condicdes de cultivo das culturas de C. dubia, no item 4.1.1.4.
4.2.2.3.4. Manutencao dos testes

A manutencdo dos testes foi feita a cada dois dias, onde 2/3 da agua de diluicdo
foi substituida e seus parametros fisico-quimicos registrados. Além disso, o alimento foi
fornecido diariamente, e os jovens contados e removidos. A Tabela Il apresenta um

resumo da metodologia do teste.

As fichas dos ensaios de ecotoxicidade cronica do Triclosan em sedimentos para

Ceriodaphnia dubia encontram-se no Anexo 3.

Tabela Ill — Condicdes para realizacdo dos ensaios de ecotoxicidade crbénica do
Triclosan em sedimento para Ceriodaphnia dubia

Parametros Condigbes

Tipo de teste Semi-estéatico

Diluigbes Controle e 5 concentragdes
Substancia Triclosan

Temperatura 25+ 1°C

Fotoperiodo 16 h luz

Idade do organismo 6az24h

Camera teste Béquers de 30 mL

Volume de agua 20 mL

Renovagédo de agua 2/3 da 4gua a cada dois dias
N° de organismos/camara 1

N° de réplicas por tratamento 10

Alimentacao Algas (1x10° céls/mL) e racdo
Substrato 5g de sedimento

Agua de diluicdo Agua de cultivo

7 dias, ap6s 60% do controle apresentar a
terceira postura
Parametros analisados Sobrevivéncia, Reproducédo e Malformag6es

Duracao do teste

4.2.2.4. Avaliacao da toxicidade em agua para  Ceriodaphnia dubia

A avaliacdo da toxicidade do Triclosan para Ceriodaphnia dubia baseou-se na
metodologia da ABNT (2005).
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4.2.2.4.1. Teste definitivo

Os ensaios de ecotoxicidade cronica com Ceriodaphnia dubia foram realizados
em béqueres de 30 mL com volume final de 20 mL das solugbes testadas. Foram
preparadas 5 concentragdes, utilizando-se o fator de diluicdo 2, e mais um controle com
10 réplicas cada. As concentracdes utilizadas foram 0,005; 0,01; 0,02; 0,04; 0,08 e 0,16
mg.L™. Para cada diluicdo e controle foram adicionados 10 organismos distribuidos em
10 replicas.

A transferéncia dos organismos foi feita de forma aleatoria, e o teste mantido a
25°C(+2) por um periodo de 7 dias. O teste foi prorrogado para 8 dias caso 60% das
fémeas ndo tenham chegado a terceira postura ou, ao final de 7 dias, o controle ndo
tenha chegado a uma média de 15 neonatas por réplica. O fotoperiodo foi de 16 horas-
luz com intensidade luminosa de 500 a 1000 lux, sem aeracdo, e com alimentacdo
diaria. Os béqueres foram cobertos por plastico, para evitar possiveis interferéncias de
outras substancias. O teste € invalidado caso haja 20% ou mais de mortalidade no
controle.

A manutencédo do teste foi feita a cada 2 dias, quando todos os procedimentos de
diluicdo, montagem e alimentacdo foram repetidos. A cada manutencdo, 0s jovens
foram contados, registrados e depois descartados, e 0s organismos testados
transferidos para 0os novos meios preparados. Foram analisados e registrados 0s
parametros fisico-quimicos (pH, O.D. e condutividade) iniciais e finais de todas as
concentragcdes a cada manutencdo do teste. A Tabela IV apresenta um resumo da
metodologia do teste.

Diariamente as neonatas produzidas por cada fémea foram contadas e
observadas (cinco neonatas observadas/concentracdo) com auxilio de um microscopio
optico. As malformagbes, desenvolvimento incompleto e mortalidade das neonatas

foram registradas.

Com o objetivo de se avaliar uma possivel interferéncia na toxicidade causada
pela degradacdo do Triclosan por bactérias presentes no alimento composto da C.
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dubia foram realizados dois ensaios onde os organismos foram alimentados com dieta
a base de algas Pseudokirchneriella subcapitata (1x10° céls.mL™) e alimento composto
e dois ensaios onde o alimento fornecido foi somente algas. As fichas dos ensaios de
ecotoxicidade crénica do Triclosan na agua para Ceriodaphnia dubia encontram-se nos

Anexos 4 e 5.

Tabela IV — Condigcdes para realizacdo dos ensaios de ecotoxicidade crénica do

Triclosan em agua para Ceriodaphnia dubia

Parametros Condicdes

Tipo de teste Semi-estéatico

Diluigbes Controle e 5 concentragbes
Substancia-teste Triclosan

Temperatura 25+ 1°C

Fotoperiodo 16 h luz

Idade do organismo 6az24h

Camera-teste Béquers de 30 mL

Volume de solugao-teste 20 mL

N° de organismos/camara-teste 1

N° de réplicas por tratamento 10

Alimentacéo Diéria - Algas (1x10° céls/mL) c/s racdo
Agua de diluicdo Agua de cultivo

Duracao do teste 7 a 8 dias

Parametros analisados Sobrevivéncia, Reproducdo e Malformag6es

4.3. Avaliacdo dos Resultados

As andlises estatisticas para avaliacdo dos efeitos crénicos foram realizadas a
partir do software TOXSTAT 3.4 (WEST & GULLEY, 1994) para determinacdo da
CENO, que significa a maior concentracdo de Triclosan onde ndo se observam efeitos
estatisticamente significativos na sobrevivéncia e reproducdo dos organismos testados,
e também determinacéo da CEO, que se refere a menor concentragdo da amostra onde
efeitos deletérios estatisticamente significativos sdo observados na sobrevivéncia e

reproducéo, durante o periodo do teste.

As primeiras 48 horas dos ensaios de ecotoxicidade cronica foram observadas
para avaliacdo de efeitos agudos. As andlises estatisticas seguiram os procedimentos
adotados pela EPA (2002b), (Figura 5).
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STATISTICAL ANALYSIS OF CERIODAPHNIA
SURVIVAL AND REPRODUCTION TEST
REPRODUCTION DATA
NO. OF YOUNG PRODUCED

Y

; L : HYPOTHESIS TESTING

POINT ESTIMATION (EXCLUDING CONCENTRATICNS
ABDVE NOEC FOR SURVIVAL)
. v |
ENDPOINT ESTIMATE
IC25, IC50 SHAPIRO-WILK'S TEST —ON-HORMAL DISTRIBUTION
HCRMAL DISTRIBUTION 5
BARTLETTS TEST —————|
HOMOGENEQUS H
VARLANCE VARIANCE
Y
‘ EOUAL NUMBER OF | | EQUAL NUMBER OF
TES? '
NO Psa ¥ES O
) Y . Y
m DUNNETT'S STEELS MANY-ONE “’:?rﬁm SumM
ADJUSTMENT TEST BONFERRON ADJUSTMENT

Y

ENDPOINT ESTIMATES

NOEC, LOEC

Figura 5 — Analise estatistica (EPA, 2002).

Os efeitos agudos nos organismos foram determinados através da CE(1)50
(Concentracao efetiva inicial de efeito a 50% dos organismos), utilizando-se o método
Trimmed Spearman-Karber (HAMILTON et al., 1977). O teste é considerado valido se o
controle ndo exceder 10% de letalidade nos testes de sensibilidade e definitivos com

C.dubia, e 20 % nos testes de sensibilidade e definitivos com C. xanthus.

A Tabela V apresenta o suméario da metodologia estabelecida para avaliagéo

da toxicidade de Triclosan em agua e sedimento.



Tabela V — Sumario dos testes realizados.
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Solugéo- ~
Organismo Matriz Efeito estoque Solvente Tem_pp (.je Conc_e_ntra(;oes
. Equilibrio utilizadas
matriz
Agua c/ 0,005 -0,01-0,02 -
rg %o Cronico 1g.L* DMSO - 0,04-0,08-0,16
¢ mg.L™?
Ceriodaphnia ;4 0,005 - 0,01 - 0,02 -
dubia Aguasl  anieq 1g.L* DMSO - 0,04-0.08-0.16
racao 1
mg.L
. - a . 4,82-5,78-6,94 -
Sedimentos  Cronico 409.L DMSO 7 dias 8,33 - 10,0 mg.Kg™
Chironomus . 1 . 24,11 - 28,93 - 34,72 -
Sedimentos  Agudo 409.L DMSO 7 dias 41,66 - 50,0 mg.Kg»l

xanthus
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5. RESULTADOS

5.1. Avaliacédo da toxicidade do Triclosan no sedim  ento
5.1.1. Caracterizagcédo do sedimento
5.1.1.1. Granulometria

Os resultados da analise granulométrica do sedimento da Represa do Broa,
evidenciaram uma composicado de 10% de areia grossa, 42% de areia média, 37% de
areia fina e 11% de areia muito fina. Estas caracteristicas estdo de acordo com o
padrao recomendado para testes com Chironomus pela Norma da OECD G 218 (2004).
Os resultados obtidos pela analise de distribuicdo granulométrica encontram-se

descritos na Tabela VI.

Tabela VI — Analise de distribuicdo granulométrica do sedimento da Represa do Broa,
Sao Carlos, S&o Paulo.

Granulometria Massa corrigida Porcentagem Nome do
(mm) Massa (g) (9) (%) material

Massa inicial 100 - - -
Maior que 2,0 - - - -
2,0a10 - - - -
1,0a0,5 10,218 10,371 10 Areia grossa
0,5a0,25 41,267 41,886 42 Areia média
0,25a 0,125 36,347 36,892 37 Areia fina
0,125 a 0,063 10,683 10,843 11 Areia muito fina
Menor que 0,063 0,944 - - Silte
Totais 99,459 99,992 100 -
5.1.1.2. Metais

Os resultados da determinacdo das concentracfes de metais do sedimento da
Represa do Broa, realizadas pelo Laboratério de Quimica Ambiental do IPEN,

encontram-se descritos na Tabela VII. Os resultados representam a média de trés
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determinagbes independentes com seu desvio padrdo. Os resultados obtidos
encontram-se abaixo dos niveis de referéncia geoldgico global (TUREKIAN &
WEDEPOHL, 1961), exceto para valores de V e Co, que se encontram pouco acima do
nivel e, além disso, encontram-se abaixo dos valores de TEL (Threshold Effect Level —

nivel no qual ndo ocorre efeito adverso a comunidade biolégica) (ENVIRONMENT
CANADA, 2002).

Tabela VII — Teor de metais no sedimento da Represa do Broa, Sao Carlos, Sdo Paulo.

Analise Quimica

Elem./Comp. Hg.g * ’\éﬁ;f% TEL”™ Elem./Comp. Hg.g * ’\éﬁ;f% TEL”
Mg 15,1+0,2 15000 Fe 163 +1 47200
Al 1410 + 37 80000 Co 0,29 +0,01 19
P <0,33 700 Ni 0,6 0,09 68 18
K 33,5+1,9 26600 Cu 1,15 £ 0,03 45 35,7
Ca 89,7+2,1 22100 Zn <0,38 95 123
\Y 1,47 0,02 130 cd 0,031 +0,01 0,3 0,6
Cr 0,15 +0,03 90 37,3 Pb 0,87 +0,17 20 35
Mn 16 £ 0,4 850 - Ba 11,9+0,1 580
As <0,15 13 5,9 Hg <0,33 0,4 0,17

* Niveis de referéncia geoldgico global - Turekian & Wedepohl (1961); **TEL - (ENVIRONMENT
CANADA, 2002)

5.2. Ensaios de ecotoxicidade aguda no sedimento co  m Chironomus xanthus.

O valor médio de CE(1)50;96h obtido nos ensaios de ecotoxicidade aguda com C.
xanthus utilizando-se o método Trimmed Spearmam-Karber foi de 45,26 mg.Kg™*, com
desvio padrdo de 4,29 mg.Kg*' e coeficiente de variacdo de 9%. Os resultados

encontram-se descritos na Tabela VIII.

Os valores de pH determinados nos experimentos (Anexo 2) encontram-se
proximo ao pH neutro (7), o que indica que este parametro ndo interferiu na toxicidade

do produto.
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Tabela VIII — Toxicidade aguda (CE(1)50;96h) de Triclosan para Chironomus xanthus
com sedimento enriquecido.

. Teste 1 Teste 2 Teste 3
Concentragdes (mg.Kg )
Total mortalidade

1

Controle
Controle + DMSO
24,11
28,93
34,72
41,66
50,00
CE50 41,66 50,00 44,11
Intervalo de confianca 35,09 - 49,47 50,00 - 50,00 37,11 -52,42
Média 45,26
Desvio Padrao 4,29
Coeficiente de variacéo 9%

~N O W N ODN
g w N O N -
~N AN P N O P

5.2.1. Sensibilidade de Chironomus xanthus

Mensalmente foram realizados testes de sensibilidade para se verificar se 0s
organismos se encontravam em condicbes de serem utilizados nos ensaios de
ecotoxicidade. Os lotes utilizados sempre se encontraram dentro da faixa de
sensibilidade estabelecida para o Laboratério de Ecotoxicologia do IPEN, que varia
entre 4,51 e 10,59 g.L™ de NaCl. O valor médio obtido para CE(I)50;96h foi de 7,556
g.L™ de NaCl.

A Figura 6 mostra os resultados mais recentes da carta-controle dos testes de

sensibilidade realizados.
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Carta Controle de Sensibilidade ao Cloreto de Sédio
C. xanthus 25°C

12,0 ~

10,0 -

8,0 4

6,0 1

4,0 4

Concentragdo (g.L %)

2,0 4

0,0

1 2 3 4 5 6 Ty 8
Teste N°

Figura 6 — Carta-controle de NaCl (CE(1)50;96h) de Chironomus xanthus.
* Periodos nos quais foram realizados os ensaios.

5.3. Avaliacédo da toxicidade crénica no sedimento ¢ =~ om C. dubia

Aproximadamente a cada 20 dias foram realizadas coletas de agua para
manutencdo dos cultivos e realizacdo dos ensaios de ecotoxicidade com Ceriodaphnia
dubia. Os resultados dos testes de viabilidade dos lotes de agua para cultivo e
realizacdo de ensaios de toxicidade cronica no sedimento com C. dubia apresentaram-

se dentro dos padrdes de aceitabilidade para realizagcado dos experimentos.

Os resultados de CENO e CEO para os 3 ensaios realizados foram de 5,78 e
6,94 mg.Kg™ de Triclosan, respectivamente (Tabela IX e Figura 7). Os dados obtidos
falharam na homogeneidade de variancia (“Bartlett’s test”) e foram submetidos a analise

pelo “Steel’s many-one rank test” em todos os ensaios.

N&o foram evidenciados efeitos tanto de malformacao quanto de mortalidade nas

neonatas observadas nos trés ensaios de ecotoxicidade cronica.
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Tabela IX — Reproducéo de Ceriodaphnia dubia (n°® médio de neonatas/ concentracéo)

em ensaios de toxicidade cronica do Triclosan com “spiked sediment”.

Concentracdes Teste 1 Teste 2 Teste 3
(mgKg ™) Média DP Média DP Média DP
Controle 21,2 8,121 19,4 8,222 15,6 4,300

DMSO 16,9 5,507 17,5 2,799 13,5 3,504
4,82 15,4 2,413 19,2 6,052 14,2 3,425
5,78 15,5 6,205 15,9 3,510 13,5 1,581
6,94+ 7,0 6,799 9,1 4,841 9,8 3,120
8,33 1,5 2,593 8,1 4,818 8,2 3,293
10,00 0 0 0,8 1,398 7,6 0,966

DP = Desvio padréo; * CEO

Testes toxicidade C. dubia no sedimento

i 35 5

=

= 30 A

o

T 25 A

o} OTeste 1
IE " 30

T ®

3_5 . x s mTeste 2
o g OTeste 3
= @ 10

=

3 s

@

© 0

R Cortrole  DMSO 482 5,78 6,94 8,33 10,00

=

Concentracdes (mg.Kg1)

Figura 7 - Média e desvio padrdo da reproducéo de neonatas/fémea de
C. dubia.em testes de toxicidade cronica com “spiked-sediment”

* Concentragdo de Efeito Observado.

5.3.1. Sensibilidade de Ceriodaphnia dubia

Mensalmente foram realizados testes de sensibilidade para se verificar se 0s
organismos se encontravam em condicdes de serem utilizados nos ensaios de
ecotoxicidade. Os lotes utilizados sempre se encontraram dentro da faixa estabelecida
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para o Laboratério de Ecotoxicologia do IPEN, que varia entre 1,076 e 2,084 g.L™ de
NacCl. O valor médio obtido para CE(1)50;48H foi de 1,58 g.L™ NaCl.

A Figura 8 mostra os resultados mais recentes da carta-controle dos testes de
sensibilidade realizados.

Carta Controle de Sensibilidade ao Cloreto de Sédio
C.dubia 25°C APARTIR DO 21° TESTE

Concentragéo (g/L) NaCl

0,50 -

0,00 T T T T T T T T 1

1 2 3 4y 55 64 7 8 9 10 11 12 134 14, 15
Teste N°

Figura 8 — Carta-controle de NaCl (CE(1)50;48h) de Ceriodaphnia dubia.
* Periodos nos quais foram realizados os ensaios.

5.4. Avaliacdo da toxicidade do Triclosan em 4guap  ara Ceriodaphnia dubia

Com o objetivo de se avaliar uma possivel interferéncia na toxicidade causada
pela degradacdo do Triclosan por bactérias presentes no alimento composto da C.
dubia foram realizados dois ensaios onde os organismos foram alimentados com dieta
a base de algas Pseudokirchneriella subcapitata (1x10° céls.mL™) e alimento composto

e dois ensaios onde o alimento fornecido foi somente algas.

Os resultados dos testes de viabilidade dos lotes de &agua para cultivo e
realizacdo de ensaios de toxicidade crbnica em agua com C. dubia apresentaram-se
dentro dos padrdes para realizacdo dos experimentos.
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5.4.1. Avaliacdo da toxicidade crénica para  Ceriodaphnia dubia com ragéo

Os valores obtidos de CENO e CEO para os ensaios de ecotoxicidade cronica
para Ceriodaphnia dubia alimentadas com alga e alimento composto foram de 0,04 e
0,08 mg.L' de Triclosan, respectivamente. Os dados obtidos apresentaram
homogeneidade de variancia (“Bartlett’s test”) e foram submetidos a analise pelo “T-test

with Bonferroni adjustment” nos dois ensaios realizados.

Os resultados dos testes podem ser observados na Tabela X e Figura 9. A carta-
controle de sensibilidade dos organismos utilizados nos ensaios de ecotoxicidade com
sedimento encontra-se na Figura 8. Nao foram evidenciados efeitos tanto de
malformacdo quanto de mortalidade nas neonatas observadas nos dois ensaios de

ecotoxicidade crbnica.

Tabela X — Reproducdo de Ceriodaphnia dubia (n® médio de neonatas/concentracéo)
em ensaios de toxicidade cronica com Triclosan com dieta a base de algas e alimento
COMpOsto.

Concentragﬁes Teste 1 Teste 2

(mg.L7) Média DP CV (%) Média DP CcV (%)

Controle 23.2 2,348 10.12 15.2 2,863 18,81
0,005 21,9 6,332 28,92 i : :
0,01 22,9 3,843 16,78 13.3 2,406 18,09
0,02 22,9 6,489 28,35 13,2 2,348 17,78
0,04 19.8 6,125 30,93 13,9 2,807 20,19
0,08* 16.3 7,959 48,83 11,3 2,312 20,46
0,16 i i ! 7.4 3,062 41,38

- ndo realizado; DP = Desvio padrdo; CV = Coeficiente de variagdo; * CEO —
Concentracéo de efeito observado
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Teste de toxicidade crénica C. dubia na agua
com ragcao

35,0 -
30,0 -
25,0 -
20,0 + O Teste 1
15,0 - | Teste 2
10,0 A

5,0

0,0 -

* %

n° de neonatas

Média e desvio padrao do

Concentracdes (mg.L ™)

Figura 9 - Média e desvio padréao da reproducédo de neonatas/fémea de
C. dubia nos testes de toxicidade crbnica do Triclosan na agua com
dieta a base de algas e alimento composto.

* Concentracdo de Efeito Observado.

5.4.2. Avaliacdo da toxicidade crénica para  Ceriodaphnia dubia sem racéo

Os resultados obtidos de CENO e CEO para os ensaios de ecotoxicidade cronica
com Ceriodaphnia dubia na agua com dieta a base de algas apresentaram os valores
de 0,08 e 0,16 mg.L™" de Triclosan, respectivamente. Os dados obtidos apresentaram
homogeneidade de variancia (“Bartlett’'s test”) e foram submetidos a analise pelo
“‘Dunnett’s test” no primeiro ensaio e pelo “T-test with Bonferroni adjustment” no
segundo ensaio. Os resultados dos testes podem ser observados na Tabela Xl e Figura
10.

Os organismos expostos nos ensaios de ecotoxicidade com dieta a base de
algas e racao apresentaram-se mais sensiveis ao Triclosan. Assim como nos ensaios
de ecotoxicidade crbnica com dieta a base de algas e racdo, também ndo foram
evidenciados efeitos tanto de malformacdo quanto de mortalidade nas neonatas

observadas nos dois testes realizados.
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Tabela XI — Reproducéo de Ceriodaphnia dubia (n°® médio de neonatas/concentracéo)
em ensaios de toxicidade cronica com Triclosan com dieta a base de algas.

Concentragﬁes Teste 1 Teste 2
(mg.L™) Média DP CV (%) Média DP CV (%)
Controle 17,8 3,084 17,33 16,2 4,467 27,58
0,01 19,0 2,261 11,90 15,4 4,742 30,79
0,02 20,1 2,378 11,83 15,1 2,522 16,69
0,04 16,4 3,026 18,45 15,4 5,703 36,93
0,08 17,6 2875 16,34 15,8 5,245 33,20
0,16* 10,7 4,596 42,95 5,9 4,137 70,24

- ndo realizado; DP = Desvio padrdo; CV = Coeficiente de variacéo;
CEO - Concentracéo de efeito observado

Média e desvio padrdo do

n° de neonatas

Teste de toxicidade crébnica C. dubia na agua

25,0 -
20,0 -
15,0
10,0

o o
o o
|

@)
0
KA

%
%

sem racao
& >
NN

Concentracdes (mg.L ™)

mTeste 1
m Teste 2

Figura 10 - Média e desvio padréo da reproducdo de neonatas/fémea
de C. dubia nos testes de toxicidade cronica do Triclosan na agua com
dieta a base de algas.

* Concentracdo de Efeito Observado.

*
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6. DISCUSSAO

Durante muito tempo os efeitos causados pela contaminacdo ambiental por
farmacos e produtos de cuidados pessoais (“PPCP — Pharmaceutical and Personal
Care Products”) ndo foram levados em consideracdo em programas de monitoramento
ambiental, provavelmente devido as baixas concentracdes destes compostos no
ambiente. Além disso, estes compostos ndo eram detectados pelos métodos analiticos
disponiveis ha poucos anos atras e, isso sO foi possivel com o desenvolvimento de

métodos analiticos mais sensiveis.

O fato é que mesmo em baixas concentracdes (ng.L™* a mg.L™), efeitos adversos

a biota sdo observados, como observado na Tabela I.

A continua e demasiada descarga de PPCPs no ambiente impede a capacidade
de auto-depuracao de qualguer ambiente aquético. No caso dos bactericidas, as baixas
concentragcdes e continuas descargas no ambiente podem promover resisténcia
bacteriana, devido as bactérias freqiientemente alterarem seu material genético (BILA &
DEZOTTI, 2003).

A problematica ambiental causada pelos farmacos, juntamente com a
possibilidade de possiveis efeitos sinérgicos entre PPCPs e a proliferacdo do uso de
compostos organicos sintéticos, desencadeou uma grande preocupacao sobre 0s seus

efeitos toxicos a biota aquética.

Atualmente, o monitoramento de produtos farmacéuticos vem ganhando grande
interesse por parte da comunidade cientifica, principalmente pelo fato de muitas dessas
substancias serem encontradas em aguas superficiais, regides costeiras, efluentes
industriais, efluentes de Estacdes de Tratamento de Esgoto (ETES) e inclusive na dgua

tratada proveniente de Estacbes de Tratamento de Agua (ETAS).

Uma investigacdo da AP (Associated Press) divulgada em 2008 nos principais
jornais do mundo, aponta a presenca de compostos farmacéuticos nas aguas de

abastecimento de pelo menos 41 milhdes de americanos em 24 grandes centros
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metropolitanos dos EUA. No mesmo ano, KUSTER e colaboradores detectaram em
aguas de abastecimento publico na Espanha. No Brasil, em 2006, GHISELLI constatou
a presenca de diversos compostos derivados de produtos farmacéuticos nas aguas de

abastecimento publico da regido de Campinas.

Os PPCPs, considerados como micropoluentes, ou seja, compostos que mesmo
presentes em concentragcbfes muito baixas, sdo capazes de acarretar impactos na
estrutura e dindmica das comunidades aquaticas, assim como a saude humana,
principalmente pelos efeitos a longo prazo que, até o momento, sdo praticamente
desconhecidos. Além disso, sdo persistentes, pois foram desenvolvidos de modo a
manter as propriedades quimicas o tempo suficiente para servirem a um propésito
terapéutico, o que implica em um tempo maior para a degradacéo destes compostos no
ambiente (MULROY, 2001).

6.1. Avaliacao da toxicidade do Triclosan em sedime  ntos

Devido as caracteristicas de persisténcia dos PPCPs, muitos permanecem ativos
durante um longo periodo, sem que ocorra degradacdo, 0 que aumenta a tendéncia
destes compostos orgéanicos de decantar e se acumular nos sedimentos, que passam a
funcionar como repositério destes contaminantes e fonte de contaminacdo a cadeia

trofica.

Apesar da importancia da qualidade dos sedimentos para a saude do ambiente
aquatico, existe grande caréncia de informacdes e estudos que considerem o potencial
toéxico dos PPCPs nos sedimentos. Os ensaios de toxicidade fornecem informacdes
rapidas do potencial toxico de contaminantes aos organismos bentdnicos, possibilitando
tomadas de decisdes em curto prazo (INGERSOLL, 1995).

Para se determinar a toxicidade de substancias especificas € necessario utilizar
sedimentos onde a substancia testada esteja livre de efeitos causados por outros
estressores (STEMMER et al., 1990; BURTON, 1991; LUOMA & HO, 1993 apud
SIMPSON et al., 2004).
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O sedimento de referencia escolhido para realizagdo dos ensaios, coletado
proximo a Represa do Broa, SP, vem sendo utilizado em cultivos de Chironomus
xanthus e em trabalhos de pesquisa no Laboratorio de Ecotoxicologia do IPEN, na
Universidade de Sao Carlos (UFSCAR) e na Escola de Engenharia de Séo Carlos
(USP).

As analises quimicas das amostras de sedimento utilizadas nos ensaios
apresentaram valores inferiores aos niveis de referéncia geoldgico global (“background
geoquimico”) propostos por TUREKIAN & WEDEPOHL (1961), aos valores de TEL
estabelecidos pela legislacdo canadense (ENVIRONMENT CANADA, 2002) e adotados
pela CETESB (2009), além dos valores citados na Resolugdo CONAMA 344/04, o que
indica que esses sedimentos encontram-se dentro dos padrdes considerados né&o
toxicos. Vale ressaltar que ndo existe nenhuma norma que estabeleca os limites
padrbes que leve um sedimento ser considerado como contaminado ou ndo, existem

apenas alguns guias de valores orientadores da qualidade do sedimentos.

6.1.1. Avaliacdo da toxicidade utilizando sedimento enriquecido (* Spiked

sediment” )

A técnica utilizada, denominada “spiked sediment”, consiste na adicdo de uma ou
mais substancias quimicas em amostras de sedimento, isentas de contaminacao, para

avaliagdo dos efeitos do composto testado sobre os organismos-teste.

Na maioria dos trabalhos publicados, a técnica de marcagdo dos sedimentos
(“spiked sediment”) é utilizada para avaliacdo de limites e quantificacdo de metais em
sedimentos. Existem poucos guias orientativos e trabalhos publicados na literatura

utilizando esta técnica para avaliagdo de efeitos a biota aquatica.

Em muitas destas publicacbes as metodologias para enriquecer o sedimento nao
estdo descritas ou os procedimentos ndo se encontram suficientemente claros de modo
a garantir a reprodutibilidade do método. Esta dificuldade ja constatada por SIMPSON
et al. (2004), ao estudar o tempo de equilibrio e a biodisponibilidade de metais (Cd, Cu,

Ni e Zn) em ensaios de ecotoxicidade com sedimentos estuarinos enriquecidos
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(spiked), ainda hoje se mantém. No presente trabalho teve-se o cuidado de descrever
com detalhe os procedimentos de modo a garantir sua reprodutibilidade em trabalhos

futuros.

A marcacdo do sedimento no presente estudo foi realizada através da técnica
denominada “slurry spiking” (“by hand mixing”), que segundo NORTHCOTT & JONES
(2000), é a técnica mais adequada para este tipo de trabalho, pois o processo de
mistura € suficiente para remover o0 solvente por evaporacdo e propiciar
homogeneidade suficiente a amostra, além de ser uma técnica mais acessivel. Outras
técnicas como “shell coating/rolling”, que além de homogeneizar a amostra possuli
melhor eficiéncia na remocdo do solvente e “roller mixing”, que garante
homogeneizacdo sem a necessidade de aplicacdo de for¢a fisica, sdo muito caras e

recomendadas para quantidades grandes de sedimento (EPA, 2001).
6.1.2. Avaliacao da toxicidade em sedimentos para  Chironomus xanthus

Larvas de Chironomidae podem ser encontradas em diversos tipos de ambientes
aquaticos, como ambientes Iénticos, 16ticos, aguas frias ou quentes, ricas ou pobres em
oxigénio (LINDEGAARD, 1995 apud ALMEIDA, 2007). Constituem um dos principais
componentes da fauna benténica de lagos e reservatorios (STRIXINO, 1980), além de
participarem ativamente do metabolismo intermediario dos lagos, pois o lodo do fundo
passa através de seu trato digestivo (STRIXINO, 1973). A ingestao de particulas € uma
importante rota de exposicdo aos contaminantes presentes nos sedimentos. Por estas
caracteristicas, estes organismos sao considerados bioindicadores e utilizados em
ensaios de ecotoxicidade do sedimento (ALMEIDA, 2007; MUNAWAR, 1999; SILVA,
2008).

Em 2005, SILVA realizou no Brasil o unico trabalho com Chironomus xanthus
utilizando a técnica de “spiked sediment” reportado na literatura, avaliando a toxicidade

do agrotéxico Permetrina nos sedimentos e obtendo resultados consistentes.

Os ensaios de ecotoxicidade aguda realizados com C. xanthus utilizando

sedimentos enriquecidos com Triclosan apresentaram como resultado um valor médio
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de CE(1)50;96h de 45,26 mg.Kg™. Os resultados dos 3 testes com sedimento marcado
apresentaram baixo coeficiente de variacdo (9%). Os parametros fisico-quimicos da
agua analisados apresentaram-se dentro dos limites estabelecidos como adequados na
literatura para esta espécie (SILVA, 2005).

A consulta na literatura existente ndo evidenciou informacfes quanto a
contaminacdo de Triclosan em sedimentos de ambientes dulcicolas como também em
ensaios ecotoxicidade com sedimento enriquecido. Para ambientes tropicais ha uma
grande lacuna neste dominio, 0 que torna necessario esforcos no sentido de se

conhecer os impactos causados por PPCPs.

Embora os resultados obtidos apresentem valores acima dos encontrados no
ambiente (ng.Kg™? a pg.Kg?') estes efeitos devem ser considerados, ja& que podem
comprometer a alimentacéo e a fuga de predadores. Além disso, algumas espécies de
bactérias, protozoarios, microalgas e fungos ndo conseguem depurar estes compostos
organicos sintéticos e podem bioacumular essas substancias e posteriormente servir de
base de alimentacdo dos organismos mais desenvolvidos, expondo-0s a concentracdes

até milhares de vezes mais altas através de um processo denominado biomagnificacao.
6.1.3. Avaliacdo da toxicidade em sedimentos para  Ceriodaphnia dubia

A espécie Ceriodaphnia dubia vem sendo utilizada e recomendada como
organismo-teste para testes com sedimento por diversos autores (BURTON et al., 1992;
BURTON & MACPHERSON, 1995; MUNAWAR, 1999; PORTELA, 2002; Cal/EPA
2003).

De acordo com MUNAWAR et al. (1999), embora Ceriodaphnia dubia ndo seja
um organismo bentbnico, possui tendéncia em habitar a regido de interface sedimento-
agua. Além disso, alimenta-se na superficie do sedimento e com isso aumenta a
possibilidade de contato dos organismos com as particulas tdxicas presentes no
sedimento, 0 que torna este organismo um importante indicador da contaminagao dos

sedimentos.
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Os ensaios de ecotoxicidade com sedimento enriquecido com Triclosan com C.
dubia apresentaram valores de CENO e CEO, para os 3 ensaios realizados, de 5,78 e
6,94 mg.Kg', respectivamente. Como o Triclosan é um composto hidrofébico,
provavelmente se adsorveu a matéria organica presente no sedimento, o que tornou
apenas uma pequena fracdo do composto biodisponivel para coluna d’agua, onde a

toxicidade nos testes somente com agua foi observada na faixa de 0,08 a 0,16 mg.L™.

No primeiro ensaio realizado, a concentracédo de 10 mg.Kg™ de Triclosan nos
sedimentos apresentou efeito agudo, levando a letalidade dos organismos nas
primeiras 48 horas do teste. No segundo teste houve diminuigdo na mortalidade nas
primeiras 48 horas, assim como no terceiro teste. E possivel que essa diferenca na
mortalidade nas primeiras 48 horas esteja relacionada com variabilidade intrinseca da
populacdo, ou relacionada a sensibilidade do lote de organismos utilizados nos ensaios,
evidenciado pela diferenca na reproducdo dos controles dos ensaios, embora a

sensibilidade dos cultivos tenham se encontrado dentro dos limites da carta-controle.

Na literatura consultada ndo foram reportados ensaios para avaliacdo dos
efeitos do Triclosan com nenhuma espécie de cladécero no que diz respeito a

contaminacédo dos sedimentos.

No presente trabalho, as neonatas geradas pelas C. dubia expostas ao
sedimento contaminado com Triclosan ndo apresentaram malformagdes. O mesmo
resultado foi obtido em estudo realizado por LAMEIRA (2008), onde n&o foram
observadas malformacdes em neonatas de Ceriodaphnia silvestrii expostas a testes de

toxicidade em agua com Triclosan.

Existem diversos trabalhos reportados na literatura quanto a contaminagédo da
coluna d’agua de ambientes aquaticos por Triclosan, porém em relacdo aos sedimentos

existem muito poucos trabalhos.

Em 2003, AGUERA e colaboradores encontraram Triclosan nos sedimentos

marinhos préximos a ETEs na Espanha (0,27 pg.Kg*' a 130,7 pug.Kg™'). Em estudo
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realizado por LAMARDO (2009, Comunicacéo Pessoal)* no Brasil, foram encontradas
concentracdes de Triclosan na faixa de ng.Kg” em sedimentos do complexo estuarino
de Santos nas proximidades do porto de Santos e do Emissario Submarino de esgoto
da cidade.

Embora as concentragdes que causem efeito em C. dubia sejam maiores que as
encontradas nos trabalhos de AGUERA (2003) e LAMARDO (2009, Comunicagdo
Pessoal)?, estes organismos podem sofrer efeitos adversos de forma indireta, como por
exemplo, por via alimentar. Deve-se, ainda, considerar que o fator de diluigdo no
ambiente marinho é maior que na maioria dos corpos d’agua doce, onde se espera
encontrar concentragcbes muito mais altas de Triclosan. Mais estudos devem ser
realizados quanto a contaminag¢do dos sedimentos por Triclosan e seu comportamento

e efeitos na biota.
6.2. Avaliacdo da toxicidade em 4gua para  Ceriodaphnia dubia

Os organismos da espécie Ceriodaphnia dubia representam um papel
extremamente importante aos ecossistemas aquaticos, pois sdo responsaveis pela
conversao de fitoplancton e bactérias em proteina animal, que € disponibilizada para os
animais superiores (COONEY, 1995). Nos ultimos anos observa-se que os ensaios de
ecotoxicidade cronica utilizando C. dubia como organismo-teste tem crescido
significativamente devido a facilidade de cultivo, baixo custo e grande

representatividade ecoldgica dos resultados gerados.

De acordo com LINDSTROM et al. (2002), o pH é um fator que influencia na
toxicidade do Triclosan. Em condicbes de acidez, aumenta as condi¢cdes de
bioacumulagdo do Triclosan, j& com pH acima de 8, o Triclosan fotodegrada
rapidamente, diminuindo sua capacidade de bioacumulacédo. No presente trabalho, os
valores de pH apresentaram-se proximo ao pH neutro (7), portanto, ndo interferindo na

! Dra. Eliete Zanardi Lamardo, Universidade FedéedPernambuco (Comunicacdo Pessoal).

2 Dra. Eliete Zanardi Lamardo, Universidade FedéeaPernambuco (Comunicacdo Pessoal).
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toxicidade do produto. Em 2006, SANCHEZ-PRADO et al., constataram, através de
experimentos com “photo solid-phase microextraction” (photo-SPME) e simulador solar,
que a fotodegradacdo do Triclosan gera dioxinas (2,8-dichlorodibenzo-p-dioxin)
independentemente do valor de pH da agua. Em experimento realizado por ARANAMI
& READMAN (2007), foi constatado que a formacdo de dioxinas ocorre em apenas 3

dias de exposicéo a luz artificial (lampada florescente).

Além do pH e luz, um outro fator que pode influenciar nos ensaios de
ecotoxicidade com C. dubia com Triclosan € a degradacdo biolégica por parte das
bactérias presentes no alimento composto fornecido na dieta dos organismos. De
acordo com LINDSTROM et al. (2002), a degradacgéo bioldgica do Triclosan gera como
subproduto o metil-triclosan, um composto com maior lipofilicidade e de dificil

fotodegradacédo, que é um composto muito mais toxico.

Neste trabalho, além da avaliagdo da toxicidade para C. dubia utilizando a dieta
recomendada nas normas (algas e alimento composto), procurou-se estudar a
influencia do alimento composto na toxicidade do Triclosan, realizando-se ensaios onde

os organismos foram alimentados somente com algas.

Verificou-se que nos testes com dieta a base de algas e racdo o valor de CEO de
0,08 mg.L™* de Triclosan apresentou toxicidade maior que os testes realizados com
dieta & base somente de algas (CEO de 0,16 mg.L"), estando a causa provavelmente
relacionada a formacédo de subprodutos de degradacdo, como aqueles discutidos por
SANCHEZ-PRADO et al. (2006) e LINDSTROM et al. (2002). Resultados semelhantes
foram observados em estudo realizado LAMEIRA (2008), utilizado C. silvestrii como
organismo-teste. Outra hipotese para a maior toxicidade observada nos testes com
dieta a base de algas e racdo seria que as bactérias presentes na racdo podem
bioacumular Triclosan, tornando-se mais uma via de exposi¢do do Triclosan para C.

dubia através da ingestdo, em um processo denominado biomagnificacao.

Atualmente existe grande discussdo quanto a liberacdo ou restricdo do uso do
Triclosan por parte de empresas e oOrgdos ambientais. A Agéncia de Protecao

Ambiental dos Estados Unidos (USEPA) esta levantando dados para uma reunido que
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esta marcada para 2013, onde sera decido o destino desta substancia (USEPA, 2008).
Os dados gerados no presente trabalho poderdo complementar as analises de risco

realizadas até o momento para futura tomada de deciséo.

Outra questdo relevante que deve ser levada em consideracdo refere-se a
destinacao final dos residuos de origem farmacéutica. Na atual situacdo da economia
mundial, globalizada, as diretrizes econémicas sdo voltadas a incentivar o mercado,
tanto produtor como consumidor, porém, cada vez mais os 6érgdos ambientais nacionais
e internacionais tém pressionado a sociedade para uma reducdo dos indices de
poluicdo. Os residuos sélidos despertam grande atencado principalmente devido ao seu

volume e dificuldade de disposicao final.

No Brasil, a Resolucgao CONAMA n° 358/2005, que dispde sobre o tratamento e
a disposicao final dos residuos dos servicos de saude, exige apenas que os residuos
gerados sejam descartados de maneira adequada, ficando a critério das industrias o
tratamento e descarte adequado dos residuos. Uma vez comercializado os produtos,
eles sdo descartados sem qualquer critério, como é o caso do descarte pela populagéo

de produtos com datas de validade vencidas e suas embalagens.

Politicas publicas e de conscientizacdo da populacdo deveriam ser estabelecidas
para um descarte adequado dos produtos e embalagens, a fim de reduzir o aporte
destes no meio ambiente. Além disso, as informagfes relativas a avaliacdo e
gerenciamento de risco deveriam ser compreensiveis a todos os interessados, seja
comunidade cientifica, grupos politicos, organizagbes ndo governamentais ou
populacdo em geral. A televisdo e os jornais sdo as principais fontes de informacéo
para maior parte da sociedade, sendo que o papel destes se torna decisivo nos

processos de formacao de opinido sobre a problematica ambiental.

Cada vez mais as sociedades vém discutindo o tema “Privatizacdo dos lucros e a
socializacdo dos prejuizos”. Com base em tratados e convengdes internacionais, deve-
se firmar a idéia de que os paises precisam atuar juntos na questdo ambiental e ndo
somente tentar resolver os problemas nos limites de suas fronteiras, pois 0 ar e a agua

que sao poluidos em um determinado pais serdo os mesmos que circulardo nos paises
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vizinhos (CHIUVITE & ANDRADE, 2001), como acontece principalmente na Europa,
onde existem varios rios que atravessam diversos paises como, por exemplo, 0 Rio
Danubio, que atravessa varios paises como Alemanha, Austria, Eslovaquia, Hungria,
Croacia, Sérvia, Bulgaria, Roménia e Ucrania. Em estudo realizado por BILA &
DEZOTTI (2003) foi feito um levantamento de diversos trabalhos, apontando farmacos
encontrados em rios que atravessam alguns paises na Europa, o que reforca a idéia de

“privatizacéo dos lucros e globalizacdo da poluicao”.

No final de 2006, entrou em vigor uma politica da Unido Européia para o uso de
substancias quimicas, denominado REACH, (Registration, Evaluation, Authorisation
and Restriction of Chemical substances) (EUROPEAN UNION, 2006). O REACH é um
sistema integrado Unico que tem como objetivo aumentar a protecdo a saude humana e
ao meio ambiente através de um melhor conhecimento das substancias quimicas
comercializadas, uma vez que exige uma serie de testes fisicos, quimicos e biolégicos
para liberacdo dos produtos, assim como a tomada das medidas necessarias para gerir
todos os riscos que forem identificados. Essa diretiva abre caminho para uma maior
competitividade e inovacdo das industrias de produtos quimicos, sintetizando
compostos cada vez mais eficientes e menos toéxicos ao meio ambiente e a saude
humana, tanto para paises da Unido Européia, como outros nado integrantes que

pretendam exportar seus produtos.

Os estudos ecotoxicoldgicos sdo de grande importancia na determinacdo dos
efeitos adversos provocados as comunidades aquaticas, causados pela emissédo de
substancias toxicas ao meio ambiente. A utilizacdo dos ensaios de toxicidade no
controle da poluigcdo ambiental oferece subsidios fundamentais para avaliages de risco
ecoldgico de uma determinada substancia de forma pratica, econdmica e eficiente. A
tendéncia no Brasil € que 0s ensaios ecotoxicologicos sejam bem estabelecidos e
padronizados, a fim de se obter uma boa reprodutibilidade de resultados, independente
da amostra ou laboratoério responsavel pela realizacdo dos ensaios, aumentando ainda

mais a confiabilidade dessas andalises.



56

Investigar os efeitos causados pelo Triclosan e outros compostos utilizados em
PPCPs, assim como 0s impactos nos ecossistemas e na biota aquatica, devem ser

considerados nos processos de planejamento e urbanizacéo de grandes cidades.
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7. CONCLUSOES

* Na avaliacdo da toxicidade aguda em sedimento enriquecido com Triclosan para
Chironomus xanthus o valor de CE(1)50;96h foi de 45,26 mg.Kg™.

e Os valores de CENO e CEO para os ensaios de ecotoxicidade cronica com
sedimento enriquecido com Triclosan para Ceriodaphnia dubia foram 5,78 e 6,94
mg.Kg* de Triclosan, respectivamente.

«  Concentracdes de Triclosan entre 4,01 a 10,0 mg.Kg™ ndo causaram malformacées
em neonatas de Ceriodaphnia dubia nos ensaios de toxicidade crénica com
sedimento enriquecido.

e Os valores de CENO e CEO para os ensaios de ecotoxicidade cronica com
Ceriodaphnia dubia com dieta a base de algas e alimento composto foram de 0,04
e 0,08 mg.L?, de Triclosan, respectivamente.

* Os valores de CENO e CEO para os ensaios de ecotoxicidade cronica em agua
com Ceriodaphnia dubia com dieta somente a base de algas foram de 0,08 e 0,16
mg.L™? de Triclosan, respectivamente.

* A toxicidade de Triclosan nos testes para avaliagdo da toxicidade cronica com
Ceriodaphnia dubia com dieta a base de algas e alimento composto foi mais
elevada que nos ensaios com dieta & base de algas, provavelmente devido a
degradacdo biolégica do Triclosan pelas bactérias presentes no alimento
composto, que pode gerar subprodutos mais toxicos que o préprio Triclosan, ou
ainda devido a exposicao via alimentar através das bactérias.

« Concentracdes de Triclosan entre 0,005 a 0,16 mg.Kg' ndo causaram
malformacdes em neonatas de Ceriodaphnia dubia nos ensaios de ecotoxicidade
crbnica em agua.

* Considerando os resultados de toxicidade do Triclosan em agua observados no
presente estudo, e aplicando os critérios de classificacdo da Diretriz Européia
93/67/EEC, pode-se considerar esse composto como “Muito TOxico”, uma vez que

efeitos foram observados em concentracées em torno de 0,1 mg/L.
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8. RECOMENDACOES

Devido ao aumento eminente do consumo dessa substancia e os provaveis
efeitos em niveis menores de organizacdo bioldgica, como tecidos, células e enzimas
entre outros, recomenda-se como medidas preventivas, mitigadoras e/ou remediadoras
a melhoria na rede coletora e nas ETEs para uma melhor remocéao dos PPCP, visto que
mesmo as ETEs com sistema secundario de tratamento ndo removem completamente
estes compostos. A inexisténcia de um tratamento adequado de esgoto pode ainda
comprometer a qualidade da dgua de abastecimento, tendo em vista que devido a baixa
eficiéncia das ETA, as quais, de acordo com SODRE et. al. (2007), ainda usam
tecnologia simples e convencional, estabelecidas hd mais de um século, ndo séo

capazes de tratar 4guas oriundas de mananciais contaminados com PPCP.

Recomenda-se, ainda, o estabelecimento de politicas de conscientizacdo e
controle do descarte de medicamentos pela populacéo, a fim de reduzir a concentracao

desses compostos no ambiente.

Um fator de grande importancia para se obter sucesso nas medidas de
gerenciamento dos riscos associados ao descarte dos PPCP €& o incentivo a
participacdo da comunidade cientifica e da populacédo sob risco no delineamento das
atividades de gerenciamento, assim como a comunicacdo dos riscos por parte da midia

e politicos.

Devido ao escasso conhecimento sobre a relacdo entre as concentracdes de
PPCP nos sedimentos e sua biodisponibilidade para os organismos e a coluna d’agua,
principalmente em ambientes tropicais e subtropicais, existe a necessidade de mais
estudos que determinem os efeitos desses contaminantes nos sedimentos, assim como

avaliagOes sobre a bioacumulacéo e biomagnificacdo destes compostos.
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Triclosan

1.

Product and company identification

Supplier/Manufacturer

: EMD Chemicals, Inc.

10394 Pacific Center Court
San Diego, CA 92121
(858)450-5558/(800)854-3417

FAX: (858)453-3552 In case of Call Chemtrec®
emergency  (800)424-9300 (within U.S.A))
(703)527-3887 (outside U.S.A)

Responsible name : Company

Not available.
Synonym : ether, 2'-hydroxy-2 4 4"-trichlorodiphenyl
Product name : Triclosan
Material uses : Other non-specified industry: Analytical reagent.
Validation date : 9/9/2008.
Print date : 9/9/2008.
2 . Hazards identification
Physical state : Solid. (Solid powder.)
OSHA/HCS status : This material is considered hazardous by the OSHA Hazard Communication Standard

Emergency overview

Routes of entry
Potential acute health effects
Eyes
Skin
Inhalation
Ingestion

Potential chronic health
effects

Medical conditions
aggravated by over-
exposure

(29 CFR 1910.1200).

: Waming!
CAUSES RESPIRATORY TRACT, EYE AND SKIN IRRITATION . Dangerous for the
environment. Toxic to aquatic organisms, may cause long-term adverse effects in the
aquatic environment.

Avoid contact with skin and clothing. Awvoid breathing dust. Keep container closed. Use
only with adequate ventilation. Wash thoroughly after handling.

. Dermal contact. Eye contact. Inhalation. Ingestion.

: Irritating to eyes.

© MAY BE HARMFUL IF ABSORBED THROUGH SKIN. Irritating to skin.
- Irritating to respiratory system.

: May be harmful if swallowed.

: CARCINOGENIC EFFECTSNot available.

MUTAGENIC EFFECTS Not available.
TERATOGENIC EFFECT!: Not available.

. Repeated skin exposure can produce local skin destruction or dermatitis. Repeated or
prolonged exposure to the substance can produce lung damage. Repeated exposure of
the eyes to a low level of dust can produce eye irritation.

See toxicological information (section 11)

3. Composition/information on ingredients

United States

Name CAS number %
5-Chloro-2-(2 4-dichlorophenoxy)phenal 3380-34-5 100
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4 . First aid measures

Eye contact : Immediately flush eyes with plenty of water for at least 15 minutes, occasionally lifting
the upper and lower eyelids. Check for and remove any contact lenses. Get medical

aftention.

Skin contact : Flush contaminated skin with plenty of water. Remove contaminated clothing and
shoes. Get medical attention if symptoms occur. Wash clothing before reuse. Clean
shoes thoroughly before reuse.

Inhalation - Move exposed person to fresh air. If it is suspected that fumes are still present, the
rescuer should wear an appropriate mask or self-contained breathing apparatus. Keep
person warm and at rest. If not breathing, if breathing is irregular or if respiratory arrest
occurs, provide artificial respiration or oxygen by trained personnel. It may be dangerous
to the person providing aid to give mouth-to-mouth resuscitation. Get medical attention.
If unconscious, place in recovery position and get medical attention immediately.
Maintain an open airway. Loosen tight clothing such as a collar, tie, belt or waistband.

Ingestion : Wash out mouth with water. Remove dentures if any. Move exposed person to fresh
air. Keep person warm and at rest. If material has been swallowed and the exposed
person is conscious, give small quantities of water to drink. Stop if the exposed person
feels sick as vomiting may be dangerous. Do not induce vomiting unless directed to do
so by medical personnel. If vomiting occurs, the head should be kept low so that vomit
does not enter the lungs. Get medical attention if symptoms occur. Never give anything
by mouth to an unconscious persen. If unconscious, place in recovery position and get
medical attention immediately. Maintain an open airway. Loosen tight clothing such as
a collar, tie, belt or waistband.

Protection of first-aiders : No action shall be taken involving any personal risk or without suitable training.

5. Fire-fighting measures

Flammability of the product : May be combustible at high temperature.

Products of combustion : These products are carbon oxides (CO, CO ), halogenated compounds.
Extinguishing media
Suitable : Use an extinguishing agent suitable for the surrounding fire.
Not suitable : None known.
Special exposure hazards : No specific hazard.
Special protective : Fire-fighters should wear appropriate protective equipment and self-contained breathing
equipment for fire-fighters apparatus (SCBA) with a full face-piece operated in positive pressure mode.
Special remarks on fire : Store under nitrogen.
hazards

6 . Accidental release measures

Personal precautions . Immediately contact emergency personnel. Keep unnecessary personnel away. Use
suitable protective equipment.

Environmental precautions : Avoid dispersal of spilled material and runoff and contact with soil, waterways, drains
and sewers.

Methods for cleaning up : If emergency personnel are unavailable, vacuum or carefully scoop up spilled material

and place in an appropriate container for disposal by incineration. Avoid creating dusty
conditions and prevent wind dispersal.

7 . Handling and storage

Handling : Avoid contact with eyes, skin and clothing. Keep container closed. Use only with
adequate ventilation. Avoid breathing dust. Wash thoroughly after handling.

Storage . Keep container tightly closed. Keep container in a cool, well-ventilated area.
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8 . Exposure controls/personal protection

Consult local authorities for acceptable exposure limits.

Engineering measures : Use only with adequate ventilation. If user operations generate dust, fumes, vapor or
mist, use process enclosures, local exhaust ventilation or other engineering controls to
keep worker exposure to airbome contaminants below any recommended or statutory
limits.

Personal protection

Eyes . Safety eyewear complying with an approved standard should be used when a risk
assessment indicates this is necessary to avoid exposure to liquid splashes, mists,
gases or dusts.

Skin . Personal protective equipment for the body should be selected based on the task being
performed and the risks involved and should be approved by a specialist before handling
this product.

Respiratory : Use a properly fitted, particulate filter respirator complying with an approved standard if a
risk assessment indicates this is necessary. Respirator selection must be based on
known or anticipated exposure levels, the hazards of the product and the safe working
limits of the selected respirator.

Hands . Chemical-resistant, impervious gloves complying with an approved standard should be
worn at all times when handling chemical products if a risk assessment indicates this is
necessary.

Hygiene measures : Wash hands, forearms and face thoroughly after handling chemical products, before

eating, smoking and using the lavatory and at the end of the working period. Appropriate
techniques should be used to remove potentially contaminated clothing. Wash
contaminated clothing before reusing. Ensure that eyewash stations and safety showers
are close to the workstation location.

9. Physical and chemical properties

Component : Not available.

Physical state : Solid. (Solid powder.)

Color : White.

Molecular weight 1 289.6 g/mole

Molecular formula © CizH7Cl02

Boiling/condensation point : 280 to 260°C (536 to 500°F)

Melting/freezing point : 56 to 60°C (132.8 to 140°F)

Physical/chemical : Soluble in DMSO (50 mg/ml) or Ethanol (50 mg/ml)

properties comments

10 . Stability and reactivity

Stability and reactivity : The product is stable.
Incompatibility with various : Reactive or incompatible with the following materials: oxidizing materials.
substances Sensitive to light.

Hazardous decomposition : These products are halogenated compounds.
products
Conditions of reactivity : Store under nitrogen.

11 . Toxicological information

Toxicity data
United States
Product/ingredient name Test Result Route Species
5-Chloro-2-(2 4-dichlorophenoxy) LD50 3700 mg/kg Oral Rat
phenol LD50 4530 mag/kg Oral Mouse
LD50 9300 mg/kg Dermal Rabbit
Other toxic effects on : Hazardous in case of skin contact (irritant), of eye contact (irritant), of ingestion, of

humans inhalation (lung irritant).
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11 . Toxicological information

Special remarks on chronic
effects on humans

Special remarks on other

toxic effects on humans

Specific effects
Carcinogenic effects
Mutagenic effects

Teratogenicity /
Reproductive toxicity

Sensitization
Ingestion
Inhalation
Eyes
Skin

: Embryotoxic and/or fetotoxic in animals.

: Material is irfitating to mucous membranes and upper respiratory tract.

: No known significant effects or critical hazards.
. No known significant effects or critical hazards.
: No known significant effects or critical hazards.

: No known significant effects or critical hazards.
. Irritating to respiratory system.

. Irritating to eyes.

: Irritating to skin.

12 . Ecological information

Ecotoxicity data
United States

Product/ingredient name
5-Chloro-2-(2 4-dichlorophenoxy)
phenol

Environmental precautions

Products of degradation

Toxicity of the products of
biodegradation

Species Period Result
Daphnia magna (EC50) 48 hour/hours 0.39 mg/l
Pimephales promelas (LC50) 96 hour/hours 0.25 mg/l
Oncorhynchus mykiss (LC50) 96 hour/hours 0.288 mg/l
Pimephales promelas (LC50) 96 hour/hours 0.36 mg/l

: Very toxic to aquatic organisms. May cause long-term adverse effects in the aquatic

environment.

. These products are carbon oxides (CO, CO 2) and water, halogenated compounds.
: The products of degradation are as toxic as the product itself.

13 . Disposal considerations

Waste disposal

: The generation of waste should be avoided or minimized wherever possible. Avoid

dispersal of spilled material and runoff and contact with soil, waterways, drains and
sewers. Disposal of this product, solutions and any by-products should at all times

comply with the requirements of environmental protection and waste disposal legislation

and any regional local authority requirements.

Disposal should be in accordance with applicable regional, national and local laws and regulations. Local
regulations may be more stringent than regional or national requirements.

The information presented below only applies to the material as supplied. The identification based on

characteristic(s) or listing may not apply if the material has been used or otherwise contaminated. It is the
responsibility of the waste generator to determine the toxicity and physical properties of the material generated to
determine the proper waste identification and disposal methods in compliance with applicable regulations.

Refer to Section 7: HANDLING AND STORAGE and Section 8: EXPOSURE CONTROLS/PERSONAL PROTECTION
for additional handling information and protection of employees.
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14 . Transport information

Regulatory UN number |Proper shipping Class PG* | Label Additional
information name information
DOT Classification |Not - - - -
regulated.
TDG Classification |Not available. | Not available. Not - -
available.
ADR/RID Class UN3077 ENVIRONMENTALLY (9 1l -
HAZARDOUS

SUBSTANCE, SOLID,
N.O.S. (5-Chloro-
2-(2,4-
dichlorophenoxy)
phenol)

IATA-DGR Class

Environmentally 9 1l -
hazardous substance,

solid, n.o.s. (5-Chloro-

2-(2,4-

dichlorophenoxy)
phenol)

PG* : Packing group

15 . Regulatory information

United States
HCS Classification

U.S. Federal regulations

State regulations
Canada
WHMIS (Canada)

. Irritating material
© TSCA 8(b) inventory: 5-Chloro-2-(2 4-dichlorophenoxy)phenol

SARA 302/304/311/312 extremely hazardous substances: No products were found.
SARA 302/304 emergency planning and notification: No products were found.
SARA 302/304/311/312 hazardous chemicals: No products were found.

SARA 311/312 MSDS distribution - chemical inventory - hazard identification: No
products were found.

Clean Water Act (CWA) 307: 5-Chloro-2-(2 4-dichlorophenoxy)phenol

Clean Water Act (CWA) 311: No products were found.

Clean Air Act (CAA) 112 accidental release prevention: No products were found.
Clean Air Act (CAA) 112 regulated flammable substances: No products were found.
Clean Air Act (CAA) 112 regulated toxic substances: No products were found.

. No products were found.

: Class D-2A: Matenal causing other toxic effects (Very toxic).

Class D-2B: Material causing other toxic effects (Toxic).
CEPA DSL: 5-Chloro-2-(2,4-dichlorophenoxy)phenol

This product has been classified according to the hazard criteria of the CPR and the MSDS contains all the
information required by the CPR.

Mexico
Classification

EU regulations

Flammability

Health oo Reactivity

Special
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15 . Regulatory information

Hazard symbol/symbols

Risk phrases - R36/37/38- Irritating to eyes, respiratory system and skin.
R50/53- Very toxic to aguatic organisms, may cause long-term adverse effects in the
aquatic environment.

Safety phrases 1 S26- In case of contact with eyes, rinse immediately with plenty of water and seek
medical advice.
S36/39- Wear suitable protective clothing and eyefface protection.
S546- If swallowed, seek medical advice immediately and show this container or label.
S60- This material and its container must be disposed of as hazardous waste.
S61- Avoid release to the environment. Refer to special instructions/Safety data sheets.

International regulations
International lists : Australia (NICNAS): 5-Chloro-2-(2 4-dichlorophenoxy)phenol

China: 5-Chloro-2-(2,4-dichlorophenoxy )phenol

Germany water class: 5-Chloro-2-(2 4-dichlorophenoxy)phenol
Japan (METI): 5-Chloro-2-(2 4-dichlorophenoxy)phenol

Korea (TCCL): 5-Chloro-2-(2 4-dichlorophenoxy)phenol
Philippines (RAB969): 5-Chloro-2-(2 4-dichlorophenoxy)phenol

16 . Other information

Label requirements : CAUSES RESPIRATORY TRACT, EYE AND SKIN IRRITATION.Dangerous for the
environment. Toxic to aquatic organisms, may cause long-term adverse effects in the

aquatic environment.

Hazardous Material : Health 2
Information System (U.S.A.) P — 0
Reactivity 0
Personal protection c
o e aeor
Health Instability
Special

Notice to reader

To the best of our knowledge, the information contained herein is accurate. However, neither the above-named
supplier, nor any of its subsidiaries, assumes any liability whatsoever for the accuracy or completeness of the

information contained herein.

Final determination of suitability of any material is the sole responsibility of the user. All materials may present
unknown hazards and should be used with caution. Although certain hazards are described herein, we cannot

guarantee that these are the only hazards that exist.



Material Safety Data Sheet

317275 Dimethyl Sulfoxide

& CALBOCHEM

1. Product and company identification

Supplier/Manufacturer : EMD Chemicals, Inc.
10394 Pacific Center Court
San Diego, CA 92121
(858)450-5558/(800)854-3417
FAX: (858)453-3552 In case of

emergency

Call Chemtrec®
(800)424-9300 (within U.S.A.)

Responsible name

Synonym
Product name
Material uses

(703)527-3887 (outside U.S.A)

: Company
Not available.

DMSO; Methyl Sulfoxide; Sulfinylbis{methane)

. Dimethyl Sulfoxide
. Other non-specified industry: Solvent.

Validation date . 6/19/2008,

Print date : 6/19/2008.

2 . Hazards identification

Physical state : Liquid.

OSHA/HCS status : This material is considered hazardous by the OSHA Hazard Communication Standard

Emergency overview

Routes of entry
Potential acute health effects
Eyes
Skin
Inhalation
Ingestion

Potential chronic health
effects

Medical conditions
aggravated by over-
exposure

(29 CFR 1910.1200).

: Warning!
CAUSES DAMAGE TO THE FOLLOWING ORGANS: SKIN, EYES, EYE, LENS OR
CORNEA.

COMBUSTIBLE LIQUID AND VAPOR.
VAFPOR MAY CAUSE FIRE.

Keep away from heat, sparks and flame. Keep container closed. Use only with
adequate ventilation.

: Dermal contact. Eye contact.

. Slightly irritating to the eyes.

: Slightly irritating to the skin.

» No known significant effects or critical hazards.
: Practically non-toxic if swallowed.

: CARCINOGENIC EFFECTS Not available.

MUTAGENIC EFFECTS Not available.
TERATOGENIC EFFECT{ Not available.

. Repeated skin exposure can produce local skin destruction or dermatitis. Repeated or
prolonged contact with spray or mist may produce chronic eye irritation and severe skin
irritation. Repeated or prolonged exposure to the substance can produce target organs
damage.

See toxicological information (section 11)

3. Composition/information on ingredients

United States

Name CAS number %
dimethyl sulfoxide 67-68-5 100
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4.

Eye contact

Skin contact

Inhalation

Ingestion

Protection of first-aiders

First aid measures

: Immediately flush eyes with plenty of water for at least 15 minutes, occasionally lifting

the upper and lower eyelids. Check for and remove any contact lenses. Get medical
attention if irritation occurs.

: Wash skin thoroughly with soap and water or use recognized skin cleanser. Get medical

attention if irntation occurs. Remove contaminated clothing and shoes. Wash clothing
before reuse. Clean shoes thoroughly before reuse.

: Move exposed person fo fresh air. Keep person warm and at rest. If not breathing, if

breathing is irregular or if respiratory arrest occurs, provide artificial respiration or oxygen
by trained personnel. It may be dangerous to the person providing aid to give mouth-
to-mouth resuscitation. Get medical attention if symptoms occur. If unconscious, place
in recovery position and get medical attention immediately. Maintain an open airway.
Loosen tight clothing such as a collar, tie, belt or waistband.

: Wash out mouth with water. Remove dentures if any. Move exposed person to fresh

air. Keep person warm and at rest. If material has been swallowed and the exposed
person is conscious, give small quantities of water to drink. Stop if the exposed person
feels sick as vomiting may be dangerous. Do not induce vomiting unless directed to do
so by medical personnel. If vomiting occurs, the head should be kept low so that vomit
does not enter the lungs. Get medical attention if symptoms occur. Newver give anything
by mouth to an unconscious person. If unconscious, place in recovery position and get
medical attention immediately. Maintain an open airway. Loosen tight clothing such as
a collar, tie, belt or waistband.

. No action shall be taken involving any personal risk or without suitable training.

5.

Fire-fighting measures

Flammability of the product
Products of combustion
Extinguishing media
Suitable
Not suitable
Special exposure hazards

Special protective
equipment for fire-fighters

Special remarks on fire
hazards

Special remarks on
explosion hazards

: Combustible.
. These products are carbon oxides (CO, CO 2), sulfur oxides (SOz, SOz etc.).

: Use dry chemical, COz, water spray (fog) or foam.
: Do not use water jet.

: Combustible liquid and vapor. Vapor may cause flash fire. Vapors may accumulate in

low or confined areas or travel a considerable distance to a source of ignition and flash
back. Runoff to sewer may create fire or explosion hazard.

. Fire-fighters should wear appropriate protective equipment and self-contained breathing

apparatus (SCBA) with a full face-piece operated in positive pressure mode.

: Store under nitrogen.

: DMSO undergoes a violent exothermic reaction on mixing with copper wool and

trichloroacetic acid. On mixing with potassium permanganate, it will flash
instantaneously. It reacts violently with: acid halides, cyanuric chloride, silicon
tetrachloride, phosphorus trichloride and trioxide, thionyl chloride, magnesium
perchlorate, silver fluoride, methyl bromide, iodine pentafluoride, nitrogen periodate,
diborane, sodium hydride, and perchloric and periodic acids. When heated above its
boiling point methyl sulfoxide degrades giving off formaldehyde, methyl mercaptan, and
sulfur dioxide.

6.

Accidental release measures

Personal precautions

Environmental precautions

: Immediately contact emergency personnel. Eliminate all ignition sources. Keep

unnecessary personnel away. Use suitable protective equipment. Do not touch or walk
through spilled material.

: Avoid dispersal of spilled material and runoff and contact with soil, waterways, drains

and sewers.
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6 . Accidental release measures

Methods for cleaning up

. If emergency personnel are unavailable, contain spilled material. For small spills, add

absorbent (soil may be used in the absence of other suitable materials) and use a non-
sparking or explosion-proof means to transfer matenal to a sealable, appropriate
container for disposal. For large spills, dike spilled material or otherwise contain matenial
to ensure runoff does not reach a waterway. Flace spilled material in an appropriate
container for disposal.

7 . Handling and storage

Handling

Storage

. Keep container closed. Use only with adequate ventilation. Keep away from heat,

sparks and flame. To avoid fire or explosion, dissipate static electricity during transfer by
grounding and bonding containers and equipment before transferring material. Use
explosion-proof electrical (ventilating, lighting and matenal handling) equipment.

. Store in a segregated and approved area. Keep container in a cool, well-ventilated area.

Keep container tightly closed and sealed until ready for use. Avoid all possible sources
of ignition (spark or flame).

8 . EXxposure controls/personal protection

Consult local authorities for acceptable exposure limits.
: Use only with adequate ventilation. If user operations generate dust, fumes, vapor or

Engineering measures

Personal protection
Eyes

Skin

Respiratory

Hands

Hygiene measures

mist, use process enclosures, local exhaust ventilation or other engineering controls to
keep worker exposure to airbome contaminants below any recommended or statutory
limits. The engineering controls also need to keep gas, vapor or dust concentrations
below any lower explosive limits. Use explosion-proof ventilation equipment.

: Safety eyewear complying with an approved standard should be used when a risk

assessment indicates this is necessary to avoid exposure to liquid splashes, mists,
gases or dusts.

. Personal protective equipment for the body should be selected based on the task being

performed and the risks involved and should be approved by a specialist before handling
this product.

. Use a properly fitted, air-purifying or air-fed respirator complying with an approved

standard if a risk assessment indicates this is necessary. Respirator selection must be
based on known or anticipated exposure levels, the hazards of the product and the safe
working limits of the selected respirator.

: Chemical-resistant, impervious gloves complying with an approved standard should be

worn at all imes when handling chemical products if a risk assessment indicates this is
necessary.

: Wash hands, forearms and face thoroughly after handling chemical products, before

eating, smoking and using the lavatory and at the end of the working period. Appropriate
technigues should be used to remove potentially contaminated clothing. Wash
contaminated clothing before reusing. Ensure that eyewash stations and safety showers
are close to the workstation location.

9. Physical and chemical properties

Component

Physical state

Flash point

Auto-ignition temperature
Flammable limits

Color

Molecular weight
Molecular formula
Boiling/condensation point

Melting/freezing point

: Not available.

: Liquid.

. Closed cup: 87°C (188.6°F).

: 300to 302°C (572 to 575.6°F)
: Lower: 1.8% Upper: 63%

: Clear Colorless.

;. 78.1 g/mole

: CoH:0S

© 189°C (372.2°F)

: 18.5°C (65.3°F)
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9. Physical and chemical properties

Relative density
Vapor pressure
Vapor density
Evaporation rate
Viscosity

- 1.101 (Water= 1)

: 0.08 kPa (0.6 mm Hg) (at 20°C)
27 (Air=1)

: 0.026 compared with Butyl acetate.
. Kinematic: 2.14 ¢S5t

10 . Stability and reactivity

Stability and reactivity

Incompatibility with various
substances

Hazardous polymerization
Conditions of reactivity

: The product is stable.
: Reactive or incompatible with the following materials: oxidizing materials, reducing

materials and acids.
Hygroscopic. Keep container tightly closed.

* Will not occur.
: Store under nitrogen.

Explosive in the presence of the following materials or conditions: open flames, sparks
and static discharge and heat.

DMSO undergoes a violent exothermic reaction on mixing with copper wool and
trichloroacetic acid. On mixing with potassium permanganate, it will flash
instantaneously. It reacts violently with: acid halides, cyanuric chloride, silicon
tetrachloride, phosphorus trichloride and trioxide, thionyl chloride, magnesium
perchlorate, silver fluoride, methyl bromide, iodine pentafluoride, nitrogen periodate,
diborane, sodium hydride, and perchloric and periodic acids. When heated above its
boiling point methyl sulfoxide degrades giving off formaldehyde, methyl mercaptan, and
sulfur dioxide.

11 . Toxicological information

Toxicity data
United States

Product/ingredient name
dimethyl sulfoxide

Chronic effects on humans

Other toxic effects on
humans

Special remarks on other
toxic effects on humans

Specific effects
Carcinogenic effects
Mutagenic effects
Teratogenicity /
Reproductive toxicity

Sensitization
Ingestion
Inhalation
Eyes
Skin

Test Result Route Species
LD50 14500 mg'kg QOral Rat
LD50 7920 mg/kg QOral Mouse
LD50 >10000 mg'kg QOral Dog
LD50 50000 ma'kg Dermal Mouse

: Causes damage to the following organs: skin, eyes, eye, lens or cornea.

. Hazardous in case of skin contact (irritant), of eye contact (irritant).

: Avoid contact with DMSO solutions containing toxic materials or materials with unknown

toxicological properties. Dimethyl Sulfoxide is readily absorbed through the skin and
may carry materials into the body.

Prolonged or repeated exposure is carcinogenic, terotogenic and mutagenic.

: No known significant effects or critical hazards.
: No known significant effects or critical hazards.
: No known significant effects or critical hazards.

: No known significant effects or critical hazards.

: No known significant effects or critical hazards.
: Slightly irritating to the eyes.
: Slightly irritating to the skin.
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12 . Ecological information

Ecotoxicity data
United States

Product/ingredient name
dimethyl sulfoxide

Environmental precautions
Products of degradation

Toxicity of the products of
biodegradation

Species Period Result
Pimephales promelas (LC50) 96 hour/hours 34000 mg/l
Oncorhynchus mykiss (LC50) 96 hour/hours 35000 mg/l
Lepomis macrochirus (LC50) 96 hour/hours >400000 mg/l

: No known significant effects or critical hazards.
: These products are carbon oxides (CO, CO 2) and water, sulfur oxides (SO2, SO etc.).
: The product itself and its products of degradation are not toxic.

derations

13 . Disposal consi

Waste disposal

. The generation of waste should be avoided or minimized wherever possible. Avoid

dispersal of spilled material and runoff and contact with soil, waterways, drains and
sewers. Disposal of this product, solutions and any by-products should at all times
comply with the requirements of environmental protection and waste disposal legislation
and any regional local authority requirements.

Disposal should be in accordance with applicable regional, national and local laws and regulations. Local
regulations may be more stringent than regional or national requirements.

The information presented below only applies to the material as supplied. The identification based on
characteristic(s) or listing may not apply if the material has been used or otherwise contaminated. It is the
responsibility of the waste generator to determine the toxicity and physical properties of the material generated to
determine the proper waste identification and disposal methods in compliance with applicable regulations.

Refer to Section 7: HANDLING

AND STORAGE and Section 8: EXPOSURE CONTROLS/PERSONAL PROTECTION

for additional handling information and protection of employees.

14 . Transport information
Regulatory UN number |Proper shipping Class PG" |Label Additional
information name information
DOT Classification |Not - - - -
regulated.
TDG Classification |Not - - - -
regulated.
ADR/RID Class Not - - - -
regulated.
IATA-DGR Class Not - - - -
regulated.
PG* : Packing group
15 . Regulatory information

United States
HCS Classification

U.S. Federal regulations

: Combustible liquid

Target organ effects

: TSCA 8(b) inventory: dimethyl sulfoxide

SARA 302/304/311/312 extremely hazardous substances: No products were found.
SARA 302/304 emergency planning and notification: No products were found.
SARA 302/304/311/312 hazardous chemicals: No products were found.

SARA 311/312 MSDS distribution - chemical inventory - hazard identification: No
products were found.

Clean Water Act (CWA) 307: No products were found.
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15 . Regulatory information

State regulations

Canada
WHMIS (Canada)

Clean Water Act (CWA) 311: No products were found.

Clean Air Act (CAA) 112 accidental release prevention: No products were found.
Clean Air Act (CAA) 112 regulated flammable substances: No products were found.
Clean Air Act (CAA) 112 regulated toxic substances: No products were found.

: Pennsylvania RTK: dimethyl sulfoxide

New Jersey: dimethyl sulfoxide

: Class D-2B: Material causing other toxic effects (Toxic).

CEPA DSL: dimethyl sulfoxide

CEPA NDSL: dimethyl sulfoxide

This product has been classified according to the hazard criteria of the CPR and the MSDS contains all the
information required by the CPR.

Mexico
Classification

EU regulations
Hazard symbol/symbols

Risk phrases
Safety phrases

International regulations
International lists

Flammability
Health Reactivity
Special

» R36/38- Irritating to eyes and skin.
T 524/25- Avoid contact with skin and eyes.

526- In case of contact with eyes, rinse immediately with plenty of water and seek
medical advice.
536- Wear suitable protective clothing.

: Australia (NICNAS): dimethyl sulfoxide

China: dimethyl sulfoxide

Germany water class: dimethyl sulfoxide
Japan (METI): dimethyl sulfoxide

Korea (TCCL): dimethyl sulfoxide

Philippines (RAG969): dimethyl sulfoxide

16 . Other information

Label requirements

Hazardous Material :
Information System (U.S.A.)

: CAUSES DAMAGE TO THE FOLLOWING ORGANS: SKIN, EYES, EYE, LENS OR

CORNEA.
COMBUSTIBLE LIQUID AND VAFOR.
VAFPOR MAY CAUSE FIRE.

Health *
Fire hazard

1
2
Reactivity 1
Personal protection C
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16 . Other information

National Fire Protection : -
Association (U.S.A.) Flammability
Health 1 Instability

~  Special

Notice to reader

To the best of our knowledge, the information contained herein is accurate. However, neither the above-named
supplier, nor any of its subsidiaries, assumes any liability whatsoever for the accuracy or completeness of the

information contained herein.

Final determination of suitability of any material is the sole responsibility of the user. All materials may present
unknown hazards and should be used with caution. Although certain hazards are described herein, we cannot

guarantee that these are the only hazards that exist.




ANEXO 2 — Testes de toxicidade com Chironomus
xanthus
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Teste 1 - Avaliagao da toxicidade para Chironomus xanthus.

LABORATORIO DE ECOTOXICOLOGIA

Inicio do teste: 24/03/2009 Final do teste: 28/03/2009
Agua de cultivo efou de diluigio Substancia de referéncia Responsével
Lote pH OD (mg L") Cond. (LS cm™") Triclosan
Reconstituida 7,07 75 31,5 Fabio

Congentragdo NUmero de ingfisvri]duos imdveis/tubo oH Cond. 0D (mglL)

(mg.Kg) oras — . . (.“S/Cm). — .
1 2 4 5 6 7 8 9 10 | total % ini fin ini fin ini fin
Controle ) + ) 1 10 707 | 7,04 | 315 | 301 75 7,0
24,11 + . + 2 20 - 7,05 - 312 - 53
28,93 . + . 1 10 7,05 307 6,9
34,72 . + + . + 3 30 7,06 310 7,1
41,66 + . + + . + + 5 50 7,02 331 7,1
50,00 + + + + + + 7 70 7,01 314 6,9
DMSO 0 0 7,03 299 7,0
Resultados LC 96h: 41,66 (35,09 — 49,47) mg.kg™! . C.: Método estatistico utilizado: Spearman-Karber

OBSERVACOES:
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Teste 2 - Avaliagao da toxicidade para Chironomus xanthus.

LABORATORIO DE ECOTOXICOLOGIA

Inicio do teste: 01/04/2009 Final do teste: 05/04/2009
Agua de cultivo efou de diluigio Substancia de referéncia Responsével
Lote pH OD (mg L") Cond. (LS cm™") Triclosan
Reconstituida 7,06 8,4 394 Fabio

Congentragdo NUmero de ingfisvri]duos imdveis/tubo oH Cond. 0D (mglL)

(mg.Kg) oras — . . (.“S/Cm). — .
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | total % ini fin ini fin ini fin
Controle + . . 1 10 | 7,06 | 6,9 | 394 | 288 | 84 | 66
24,11 + + 2 20 - 7,00 - 299 - 6,0
28,93 . . 0 0 7,02 305 6,5
34,72 . . + + 2 20 7,01 315 6,4
41,66 + + + . 3 30 7,05 308 6,6
50,00 + + + + + 5 50 7,06 300 7,1
DMSO + 1 10 7,00 307 6,8
Resultados LC 96h: 50,00 mg.kg™! . C.: Método estatistico utilizado: Spearman-Karber

OBSERVACOES:
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Teste 3 - Avaliagao da toxicidade para Chironomus xanthus.

LABORATORIO DE ECOTOXICOLOGIA

Inicio do teste: 04/04/2009 Final do teste: 08/04/2009
Agua de cultivo efou de diluigio Substancia de referéncia Responsével
Lote pH OD (mg L") Cond. (LS cm™") Triclosan

Reconstituida 7,01 75 39,2 Fabio

Congentragdo NUmero de ingfisvri](j)tigz imdveis/tubo oH ( l(jé)/r:jn ) 0D (mglL)
-1

meke) 15 4 [ 5 [ 6 [ 7 | 8 ] 9 [ 10 [total [ % | ini [ fin | ini [ fin | ini [ fin
Controle + 1 10 | 701 | 710 | 392 | 341 | 75 | 33
24,11 + + . 2 20 - 7,03 - 363 - 34
28,93 . + 1 10 7,01 358 34
34,72 . + + . 2 20 6,96 361 24
41,66 . + . . + + + 4 40 7,02 349 3,8
50,00 + + + + + + 7 70 7,00 332 42
DMSO 0 0 7,03 335 3,8
Resultados LC 96h: 44,11 (37,11 — 52,42) mg.kg™! . C.: Método estatistico utilizado: Spearman-karber

OBSERVACOES:
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Teste de toxicidade com C. dubia em sedimento — Teste 1

Inicio do teste: 14/02/2009 Final do teste: 21/02/2009
Agua de cultivo e/ou de diluigao Amostra
Lote: 45 Origem Tipo
Triclosan Sedimento
pH OD (mg/L) Cond. Data | Ponto: Controle
(uS25/cm)

ini fin ini fin ini fin 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | Vivo
7,04 | 739 | 81 | 6,4 [137,1(217,0 | 14/fev| . . . . . . . . . . 10

- - - - - - 15/fev | . . . . . . . . . . 10
7,05|700| 75 | 80 |131,3|156,8 | 16/fev| . . . . . . . . . . 10

- - - - - - 17/fev | . . . . . . . . . . 10
712|693 | 83 | 6,7 |133,3|160,2 | 18/fev | . . 1 1 . 1 3 1 10

- - - - - - 19/fev | 7 7 9 7 3 7 7 10
7,05 (702 | 83 | 81 [130,3|156,7 | 20/fev| 9 6 12 9 1 11 9 10

- - - - - - 21/fev| 9 9 9 10 9 10

Total | 25 | 22 | 31 | 27 | 4 19 | 28 | 16 | 26 | 14 [ 21,2

Inicio do teste: 14/02/2009 Final do teste: 21/02/2009
Agua de cultivo e/ou de diluigao Amostra
Lote: 45 Origem Tipo
Triclosan Sedimento
pH OD (mg/L) Cond. Data | Ponto: Controle + DMSO
(1S25/cm)

ini fin ini fin ini fin 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | Vivo
7,04 | 7,48 | 8,1 | 6,4 [137,1(219,0 | 14/fev | . . . . . . . . . . 10

- - - - - - 15/fev | . . . . . . . . . . 10
70569 | 75 | 79 [131,3(164,0 | 16/fev | . . . . . . . . . . 10

- - - - - - 17/fev | . . . . . . . . . . 10
712|688 | 83 | 6,6 |133,3|161,4| 18/fev| 1 1 2 3 3 3 2 10

- - - - - - 19/fev | 7 6 7 7 8 10
7,05 |700]| 83 | 81 |130,3|158,3|20/fev| 5 11 7 3 5 10

- - - - - - 21/fev| 8 8 5 5 7 8 7 10

Total | 21 | 27 | 15 | 12 8 15 | 13 | 18 | 18 | 22 [ 16,9




Teste de toxicidade com C. dubia em sedimento — Teste 1
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Inicio do teste: 14/02/2009

Final do teste: 21/02/2009

Agua de cultivo e/ou de diluigao Amostra
Lote: 45 Origem Tipo
Triclosan Sedimento
pH OD (mg/L) Cond. Data | Ponto: 4,82 mg.L
(1S25/cm)

ini fin ini fin ini fin 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | Vivo
7,04 | 744 | 81 | 6,4 |137,1]|217,0 | 14/fev 10

- - - - - - 15/fev 10
7,05|700 | 75 | 7,9 [131,3|166,7 | 16/fev 10

- - - - - - 17/fev 10
712|697 | 83 | 6,6 [133,3|161,5| 18/fev| 1 3 3 4 2 1 3 1 2 10

- - - - - - 19/fev | 8 4 8 4 10
7,05 |703| 83 | 81 |130,3|156,2 | 20/fev| 2 5 7 6 2 10

- - - - - - 21/fev | 7 7 4 . 10 | 10

Total | 18 | 14 | 12 | 15 | 17 | 14 | 20 | 13 | 15 | 16 | 154
Inicio do teste: 14/02/2009 Final do teste: 21/02/2009
Agua de cultivo e/ou de diluigao Amostra
Lote: 45 Origem Tipo
Triclosan Sedimento
pH OD (mg/L) Cond. Data | Ponto: 5,78 mg.L-"
(uS25/cm)

ini fin ini fin ini fin 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | Vivo
7,04 | 749 | 81 | 6,2 [137,1]214,0| 14/fev 10

- - - - - - 15/fev 10
705|696 | 7,5 | 80 [131,3|161,2]| 16/fev 10

- - - - - - 17/fev + 9
712 | 7,04 | 83 | 6,7 |133,3|157,2| 18/fev| 3 2 4 2 3 1 1 9

- - - - - - 19/fev 7 7 7 7 8 9
7,05 698 | 83 | 81 [130,3]|156,8 | 20/fev 7 8+ 7 10 7 9

- - - - - - 21/fev 1 9

Total | 13 | 15 | 19 | 17 | 18 | 15 | 18 | 24 0 16 | 15,55
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Inicio do teste: 14/02/2009

Final do teste: 21/02/2009

Agua de cultivo e/ou de diluigao Amostra
Lote: 45 Origem Tipo
Triclosan Sedimento
pH OD (mg/L) Cond. Data | Ponto: 6,94 mg.L"
(1S25/cm)

ini fin ini fin ini fin 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | Vivo
7,04 | 7,48 | 81 | 6,3 [137,1]216,0| 14/fev 10

- - - - - - 15/fev 10
7,05 (707 | 75 | 7,8 |131,3|167,3| 16/fev + + 8

- - - - - - 17/fev + + 6
712 (696 | 83 | 6,8 |133,3|160,8| 18/fev| 4 4 4 3 4 6

- - - - - - 19/fev 2 2 6
705|703 | 83 | 81 [130,3|157,3|20/fev| 2 2 4 6

- - - - - - 21/fev 7 8 6

Total | 6 0 0 15 0 0 16 7 12 | 14 |8,933
Inicio do teste: 14/02/2009 Final do teste: 21/02/2009
Agua de cultivo e/ou de diluigao Amostra
Lote: 45 Origem Tipo
Triclosan Sedimento
pH OD (mg/L) Cond. Data | Ponto: 8,33 mg.L"
(uS25/cm)

ini fin ini fin ini fin 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | Vivo
7,04 | 749 | 81 | 63 |137,1]|219,0 | 14/fev 10

- - - - - - 15/fev 10
705|715 | 7,5 - 1131,3]156,3 | 16/fev + + + + + + + 3

- - - - - - 17/fev 3
712 | 7,15 | 8,3 - | 133,3|164,3 | 18/fev 3

- - - - - - 19/fev | 2 2 3
7,05 |7,02| 83 - 1130,3|160,2 | 20/fev | 1 3

- - - - - - 21/fev 3

Total 3 5 7 5
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Teste de toxicidade com C. dubia em sedimento — Teste 1

Inicio do teste: 14/02/2009 Final do teste: 21/02/2009
Agua de cultivo e/ou de diluigao Amostra
Lote: 45 Origem Tipo
Triclosan Sedimento
pH OD (mg/L) Cond. Data | Ponto: 10 mg.L"
(1S25/cm)
ini fin ini fin ini fin 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | Vivo
7,04 | 750 | 81 | 63 |137,1]|223,0 | 14/fev| . . . . . . . . . . 10
- - - - - - 15/fev | . . . . . . . . . . 10
- - - - - - 16/fev + + + + + + + + + + 0
17/fev
18/fev
19/fev
20/fev
21/fev
Total

Teste de toxicidade com C. dubia em sedimento — 2

Inicio do teste: 19/02/2009 Final do teste: 26/02/2009
Agua de cultivo e/ou de diluigao Amostra
Lote: 45 Origem Tipo
Triclosan Sedimento
pH OD (mg/L) Cond. Data | Ponto: Controle
(uS25/cm)

ini fin ini fin ini fin 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | Vivo
712|728 | 83 | 7,1 |133,3|208,0 | 19/fev| . . . . . . . . . . 10

- - - - - - 20/fev | . . . . . . . . . . 10
707|724 | 71 - |133,6[179,8 | 21/fev | . . . . . . . . . . 10

- - - - - - 22/fev | . 2 . . 3 . . . . . 10
7,15 | 7,09 - 6,7 | 152,4|171,8 | 23/fev| 3 6 1 5 7 + 4 1 1 3 9

- - - - - - 24/fev | 7 6 7 . 8 7 2 8 9
714|715 | 7,6 | 6,6 |1455|163,0 | 25/fev| 4 5 6 9 8 8 6 9

- - - - - - 26/fev | 7 5 7 . 8 8 9 7 9

Total | 21 | 24 | 17 | 25 | 19 0 28 | 24 | 12 | 24 194




Teste de toxicidade com C. dubia em sedimento — Teste 2
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Inicio do teste: 19/02/2009

Final do teste: 26/02/2009

Agua de cultivo e/ou de diluigao Amostra
Lote: 45 Origem Tipo
Triclosan Sedimento
pH OD (mg/L) Cond. Data | Ponto: Controle + DMSO
(uS25/cm)

ini fin ini fin ini fin 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | Vivo
712 | 7,07 | 83 | 7,1 [133,3|223,0 | 19/fev 10

- - - - - - 20/fev 10
707|721 71 - [ 133,6 | 192,2 | 21/fev 10

- - - - - - 22/fev 1 3 10
7,15 | 7,02 - 6,8 | 152,4|178,2 | 23/fev | 1 2 1 2 2 1 3 2 10

- - - - - - 24/fev| 3 6 6 7 7 6 10
714 1695 | 7,6 | 6,6 [1455|171,2 | 25/fev| 4 3 6 5 5 10

- - - - - - 26/fev | 7 4 5 8 7 10

Total | 15 | 16 | 14 | 21 | 14 | 21 | 18 | 21 | 17 | 18 |17,5
Inicio do teste: 19/02/2009 Final do teste: 26/02/2009
Agua de cultivo e/ou de diluigao Amostra
Lote: 45 Origem Tipo
Triclosan Sedimento
pH OD (mg/L) Cond. Data | Ponto: 4,82 mg.L-"
(1S25/cm)

ini fin ini fin ini fin 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | Vivo
712 | 7,14 | 83 | 7,1 [133,3|232,0 | 19/fev 10

- - - - - - 20/fev 10
707|726 | 7,1 - | 133,6 | 200,0 | 21/fev 10

- - - - - - 22/fev 10
7,15 | 7,03 - 6,9 [152,4|179,2 | 23/fev| 4 2 1 4 4 4 1 3 4 4 10

- - - - - - 24/fev | 4 4 6 8 6 10
714 1693 | 7,6 | 6,4 [1455(173,2|25/fev| 6 4 6 7 8 5 5 8 6 10

- - - - - - 26/fev| 6 7 8 8 7 10

Total | 20 | 12 | 18 | 25 | 28 | 14 | 11 | 16 | 19 | 23 | 18,6




Teste de toxicidade com C. dubia em sedimento — Teste 2
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Inicio do teste: 19/02/2009

Final do teste: 26/02/2009

Agua de cultivo e/ou de diluigao Amostra
Lote: 45 Origem Tipo
Triclosan Sedimento
pH OD (mg/L) Cond. Data | Ponto: 5,78 mg.L
(1S25/cm)

ini fin ini fin ini fin 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | Vivo
712|713 | 83 | 7,0 |133,3|228,0 | 19/fev 10

- - - - - - 20/fev 10
7,07 | 720 | 71 - | 133,6|195,0 | 21/fev 10

- - - - - - 22/fev 10
7,15 | 7,14 - 6,9 | 152,4|176,4 | 23/fev | 3 2 4 3 4 1 3 4 4 4 10

- - - - - - 24/fev | 10 5 6 10
7,14 1695 | 76 | 6,5 |1455|169,0 | 25/fev| 6 4 8 10

- - - - - - 26/fev 7 6 5 8+ 9

Total | 19 | 10 | 16 | 15 | 16 | 10 | 16 | 19 | 20 | 18 | 159
Inicio do teste: 19/02/2009 Final do teste: 26/02/2009
Agua de cultivo e/ou de diluigao Amostra
Lote: 45 Origem Tipo
Triclosan Sedimento
pH OD (mg/L) Cond. Data | Ponto: 6,94 mg.L!
(uS25/cm)

ini fin ini fin ini fin 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | Vivo
712|716 | 83 | 7,0 |133,3|228,0 | 19/fev 10

- - - - - - 20/fev 10
707|722 71 - | 133,6|196,0 | 21/fev 10

- - - - - - 22/fev 10
7,15 | 7,08 - 6,9 | 152,4|175,4 | 23/fev | 3 4 3 3 3 3+ 9

- - - - - - 24/fev 6 9
7,14 16,92 | 76 | 6,5 | 1455|1728 | 25/fev 2 + 5 8

- - - - - - 26/fev 5 4 8

Total | 4 2 14 | 11 8 12 | 15 14 3 |91




Teste de toxicidade com C. dubia em sedimento — Teste 2

Inicio do teste: 19/02/2009 Final do teste: 26/02/2009
Agua de cultivo e/ou de diluigao Amostra
Lote: 45 Origem Tipo
Triclosan Sedimento
pH OD (mg/L) Cond. Data | Ponto: 8,33 mg.L
(1S25/cm)

ini fin ini fin ini fin 1 2 3 4 5 6 8 9 10 | Vivo
712|719 | 83 | 7,0 |133,3|224,0 | 19/fev 10

- - - - - - 20/fev 10
707 | 721 | 71 - |1 133,6192,9 | 21/fev + 9

- - - - - - 22/fev 9
7,15 | 7,05 - 6,9 | 152,4|173,9 | 23/fev | 4 4 3 9

- - - - - - 24/fev 4 1 9
7,14 16,99 | 7,6 | 6,6 |1455]|167,3 | 25/fev 4 9

- - - - - - 26/fev 2 9

Total | 9 12 | 10 0 14 | 15 7 5 3 |81
Inicio do teste: 19/02/2009 Final do teste: 26/02/2009
Agua de cultivo e/ou de diluigao Amostra
Lote: 45 Origem Tipo
Triclosan Sedimento
pH OD (mg/L) Cond. Data | Ponto: 10 mg.L"
(uS25/cm)

ini fin ini fin ini fin 1 2 3 4 5 6 8 9 10 | Vivo
712|717 | 83 | 6,9 |133,3|233,0| 19/fev 10

- - - - - - 20/fev 10
7,07 1732 7,1 - | 133,6(196,7 | 21/fev | + + + + 6

- - - - - - 22/fev 6
7,15 | 7,21 - - | 152,4|169,5 | 23/fev + 2 + 2 3

- - - - - - 24/fev 2 3
7,14 |17,08 | 7,6 - | 145,5|156,2 | 25/fev 2 3

- - - - - - 26/fev 3

Total | 0 0 4 0 0 2 0 0 2 |08




Teste de toxicidade com C. dubia em sedimento — Teste 3
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Inicio do teste: 06/03/2009

Final do teste: 13/03/2009

Agua de cultivo e/ou de diluigao Amostra
Lote: 45 Origem Tipo
Triclosan Sedimento
pH OD (mg/L) Cond. Data | Ponto: Controle
(uS25/cm)

ini fin ini fin ini fin 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | Vivo
713 1725| 68 | 7,4 |123,0|310,0 | 06/mar 10

- - - - - - 07/mar 10
708|703 76 | 7,1 |123,5|186,6 | 08/mar 10

- - - - - - 09/mar 10
703|701 73| 7,4 |130,1|145,6 | 10/mar 1 3 4 2 1 4 3 3 4 10

- - - - - - 11/mar| 4 5 10
702|710 | 7,5 | 7,2 [130,0 | 146,2 | 12/mar | 11 5 4 6 6 7 10

- - - - - - 13/mar| 9 4 1 7 10

Total | 24 | 10 | 16 | 18 | 18 | 13 | 16 9 17 | 15 [ 15,6
Inicio do teste: 06/03/2009 Final do teste: 13/03/2009
Agua de cultivo e/ou de diluigao Amostra
Lote: 45 Origem Tipo
Triclosan Sedimento
pH OD (mg/L) Cond. Data | Ponto: Controle + DMSO
(uS25/cm)

ini fin ini fin ini fin 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | Vivo
7131732 | 68 | 7,4 |123,0|320,0 | 06/mar 10

- - - - - - 07/mar 10
7,08 (7,00| 76 | 7,0 |123,5]|189,7 | 08/mar 10

- - - - - - 09/mar 10
703|703 73| 7,1 |130,1|153,6 | 10/mar 2 2 3 1 1 2 2 2 10

- - - - - - 11/mar 3 10
702|711 75 | 7,2 |130,0|147,9 | 12/mar| 3 5 4 6 4 4 5 5 4 10

- - - - - - 13/mar 11 10

Total 15 | 13 | 18 | 12 | 11 | 13 | 15 | 18 | 14 | 13,5




Teste de toxicidade com C. dubia em sedimento — Teste 3
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Inicio do teste: 06/03/2009

Final do teste: 13/03/2009

Agua de cultivo e/ou de diluigao Amostra
Lote: 45 Origem Tipo
Triclosan Sedimento
pH OD (mg/L) Cond. Data | Ponto: 4,82 mg.L"
(uS25/cm)

ini fin ini fin ini fin 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | Vivo
713|733 | 6,8 | 7,4 |123,0|319,0 | 06/mar 10

- - - - - - 07/mar 10
7,08 (694 | 76 | 6,6 |123,5]|196,5 | 08/mar 10

- - - - - - 09/mar 10
7,03(705| 73 | 6,8 |130,1|160,2 | 10/mar| 2 4 2 2 2 1 3 2 2 2 10

- - - - - - 11/mar 10
702|715 75 | 7,3 |130,0|151,2 | 12/mar 4 4 10

- - - - - - 13/mar 10

Total | 16 | 16 | 16 | 18 | 13 | 12 | 16 | 16 | 13 6 |14,2
Inicio do teste: 06/03/2009 Final do teste: 13/03/2009
Agua de cultivo e/ou de diluigao Amostra
Lote: 45 Origem Tipo
Triclosan Sedimento
pH OD (mg/L) Cond. Data | Ponto: 5,78 mg.L-"
(uS25/cm)

ini fin ini fin ini fin 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | Vivo
713731 68 | 7,4 |123,0|330,0 | 06/mar 10

- - - - - - 07/mar 10
7,08 695 | 76 | 7,0 |123,5|191,2 | 08/mar 10

- - - - - - 09/mar 10
703(720| 73 | 7,1 [130,1|155,8 | 10/mar 1 2 1 2 2 2 2 10

- - - - - - 11/mar 4 10
702|705| 75 | 7,1 |130,0|149,7 | 12/mar 4 6 4 4 10

- - - - - - 13/mar 5 10

Total | 11 [ 13 | 16 | 12 | 12 | 13 | 15 | 14 | 14 | 15 [ 13,5




Teste de toxicidade com C. dubia em sedimento — Teste 3
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Inicio do teste: 06/03/2009

Final do teste: 13/03/2009

Agua de cultivo e/ou de diluigao Amostra
Lote: 45 Origem Tipo
Triclosan Sedimento
pH OD (mg/L) Cond. Data | Ponto: 6,94 mg.L"
(uS25/cm)

ini fin ini fin ini fin 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | Vivo
713|736 | 6,8 | 7,4 |123,0|331,0 | 06/mar 10

- - - - - - 07/mar 10
7,08 (699 | 76 | 7,1 [123,5|189,5 | 08/mar 10

- - - - - - 09/mar 10
703 (722| 73 | 72 |130,1|154,5|10/mar| 2 2 1 2 1 2 2 1 10

- - - - - - 11/mar| + 9
702|708 | 75 | 7,2 |130,0|148,9 | 12/mar 4 5 7 9

- - - - - - 13/mar 9

Total 2 11 |13 |12 | 10 | 12 9 8 10 | 11 | 9,8
Inicio do teste: 06/03/2009 Final do teste: 13/03/2009
Agua de cultivo e/ou de diluigao Amostra
Lote: 45 Origem Tipo
Triclosan Sedimento
pH OD (mg/L) Cond. Data | Ponto: 8,33 mg.L"
(uS25/cm)

ini fin ini fin ini fin 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | Vivo
7131729 | 6,8 | 7,4 |123,0|333,0 | 06/mar 10

- - - - - - 07/mar 10
7,08 698 | 76 | 7,1 |123,5|198,0 | 08/mar 10

- - - - - - 09/mar 10
703 (723| 73 | 7,0 [130,1(160,0 [ 10/mar | 1 1 2 2 2 1 1 2 10

- - - - - - 11/mar 10
702|713 | 75 | 7,2 |130,0|151,2 | 12/mar 4 3 2 10

- - - - - - 13/mar| 4 10

Total 11 3 10 9 9 9 12 | 10 2 |82




Teste de toxicidade com C. dubia em sedimento — Teste 3
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Inicio do teste: 06/03/2009

Final do teste: 13/03/2009

Agua de cultivo e/ou de diluigao Amostra
Lote: 45 Origem Tipo
Triclosan Sedimento
pH OD (mg/L) Cond. Data | Ponto: 10 mg.L-"
(1S25/cm)
ini fin ini fin ini fin 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | Vivo
713|727 | 68 | 7,5 [123,0|318,0 | 06/mar 10
- - - - - - 07/mar 10
7,08 (694 | 76 | 7,0 [123,5|186,4 | 08/mar 10
- - - - - - 09/mar 10
703 (734 | 73 | 7,2 {130,1|151,6 | 10/mar 1 1 1 1 . 1 10
- - - - - - 11/mar 2 10
702|715 75 | 7,0 |130,0| 149,8 | 12/mar| 4 4 4 3 10
- - - - - - 13/mar 2 10
Total 7 6 7 9 8 8 7 7,6
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ANEXO 4 — Testes de toxicidade com C. dubia em agua
com ragao.
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Teste de toxicidade com C. dubia em agua com racdo — Teste 1

Inicio do teste: 29/06/2007 ‘ Hora: 11:00 | Final do teste: 06/07/2007 Hora: 11:00
Agua de cultivo e/ou de diluigao Amostra
Lote: 26 Origem Tipo
Substancia Quimica Triclosan
pH OD (mg/L) Cond. Data | Ponto: Controle
(uS25/cm)
ini fin ini fin ini fin 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | Vivo
7,04 | 7,19 - - 144,8 | 140,8 | 29/06 . . . . . . . . . . 10
7,05 | 7,10 - - 137,3 | 139,0 | 30/06 . . . . . . . . . . 10
7,02 | 7,50 - - 135,8 | 141,4 | 01/07 . . . . . . . . . . 10
7,09 | 7,61 - - 136,2 | 142,3 | 02/07 . . . . . . . . . . 10
7,09 | 7,08 - - 139,2 | 141,7 | 03/07 2 2 4 4 3 3 2 3 4 4 10
6,98 | 7,12 - - 138,6 | 155,1 | 04/07 9 7 8 . 9 6 5 8 7 8 10
- - - - - - 05/07 . . . 9 . . 12 . . . 10
06/07 | 14 15 10 14 11 13 . 11 11 14 10
Total 25 24 22 27 23 22 19 22 22 26 | 23,2

Inicio do teste: 29/06/2007 Hora: 11:00 Final do teste: 06/07/2007 Hora: 11:00
Agua de cultivo e/ou de diluigao Amostra
Lote: 26 Origem Tipo
Substancia Quimica Triclosan
Cond.
pH OD (mg/L) (uS25/cm) Data | Ponto: A - 0,005%
ini fin ini fin ini fin 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | Vivo
712 | 7,22 - - 137,3 | 137,8 | 29/06 . . . . . . . . . . 10
7,10 | 7,25 - - 150,1 | 149,8 | 30/06 . . . . . . . . . . 10
7,08 | 7,44 - - 145,9 | 149,3 | 01/07 . . . . . . . . . . 10
7,06 | 7,62 - - 143,8 | 147,4 | 02/07 . 4 4 . . 4 . . . . 10
7,10 | 7,18 - - 139,7 | 142,4 | 03/07 3 . . 4 4 1 2 3 4 2 10
6,95 | 7,20 - - 152,2 | 159,9 | 04/07 7 7 4 2 7 7 4 7 8 8 10
- - - - - - 05/07 5 13 10 3 . 13 14 12 . . 10
06/07 . . . 16 12 . . 13 . 12 10
Total 15 24 18 25 23 25 20 35 12 22 | 219




Teste de toxicidade com C. dubia em agua com racdo — Teste 1
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Inicio do teste: 29/06/2007 | Hora: 11:00 ’ Final do teste: 06/07/2007 Hora: 11:00
Agua de cultivo e/ou de diluigio Amostra
Lote: 26 Origem Tipo
Substancia Quimica Triclosan
Cond.
pH OD (mg/L) (uS25/cm) Data | Ponto: B - 0,01%
ini fin ini fin ini fin 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | Vivo
7,10 | 7,22 - - 137,2 | 140,2 | 29/06 10
7,25 | 7,30 - - 139,0 | 149,0 | 30/06 10
712 | 7,60 - - 144,8 | 145,9 | 01/07 10
7,02 | 7,69 - - 138,9 | 147,7 | 02/07 . . . . . . . 10
7,07 | 7,21 - - 1139,5 | 142,7 | 03/07 4 4 4 4 3 3 5 1 4 4 10
6,95 | 7,15 - - 152,4 | 162,4 | 04/07 7 7 6 7 7 4 . 7 . 10
- - - - - - 05/07 | 13 10 13 13 15 10 11 . 9 9 10
06/07 . . . . . . 14 10 . 13 10
Total 24 21 23 24 25 17 30 18 21 26 | 22,9
Inicio do teste: 29/06/2007 Hora: 11:00 Final do teste: 06/07/2007 Hora: 11:00
Agua de cultivo e/ou de diluigdo Amostra
Lote: 26 Origem Tipo
Substancia Quimica Triclosan
Cond.
pH OD (mg/L) (uS25/cm) Data | Ponto: C - 0,02%
ini fin ini fin ini fin 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | Vivo
7,10 | 7,26 - - 136,8 | 141,0 | 29/06 10
7,26 | 7,34 - - 139,1 | 144,5 | 30/06 10
7,10 | 7,56 - - 145,2 | 151,2 | 01/07 + . . . . . . . . 9
7,02 | 7,68 - - 138,1 | 146,8 | 02/07 . . . . . 2 . 4 4 9
7,09 | 7,19 - - 139,4 | 142,9 | 03/07 . 6 3 . . . 9
6,95 | 7,07 - - 152,4 | 161,3 | 04/07 6 . . 4 8 6 8 8 9 9
- - - - - - 05/07 12 9 10 . 10 11 . 11 9
06/07 . 18 10 12 . . 16 . 9
Total 18 33 23 30 18 22 27 23 12 | 22,7




Teste de toxicidade com C. dubia em agua com racdo — Teste 1

106

Inicio do teste: 29/06/2007 ‘ Hora: 11:00 | Final do teste: 06/07/2007 Hora: 11:00
Agua de cultivo e/ou de diluigdo Amostra
Lote: 26 Origem Tipo
Substancia Quimica Triclosan
Cond.
pH OD (mg/L) (uS25/cm) Data | Ponto: D - 0,04%
ini fin ini fin ini fin 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | Vivo
7,09 | 7,27 - - 136,9 | 140,8 | 29/06 10
7,29 | 7,19 - - 139,2 | 140,0 | 30/06 10
7,10 | 7,58 - - 142,9 | 146,2 | 01/07 10
6,99 | 7,66 - - 138,4 | 145,6 | 02/07 10
7,09 | 7,20 - - 138,8 | 141,2 | 03/07 3 4 5 2 10
6,91 | 7,08 - - 152,2 | 163,5 | 04/07 6 3 10
- - - - - - 05/07 | 10 7 9 8 5 10 10
06/07 | 13 . 11 10 10 13 12 6 10
Total 32 15 22 11 17 23 18 25 21 14 1198
Inicio do teste: 29/06/2007 Hora: 11:00 Final do teste: 06/07/2007 Hora: 11:00
Agua de cultivo e/ou de diluigdo Amostra
Lote: 26 Origem Tipo
Substancia Quimica Triclosan
Cond.
pH OD (mg/L) (1S25/cm) Data | Ponto: E - 0,08%
ini fin ini fin ini fin 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | Vivo
7,07 | 7,32 - - 136,7 | 140,8 | 29/06 10
7,32 | 7,29 - - 139,1 | 142,9 | 30/06 10
7,22 | 7,58 - - 144,0 | 147,5| 01/07 10
6,98 | 7,68 - - 138,2 | 145,9 | 02/07 10
7,14 | 7,21 - - 138,6 | 141,0 | 03/07 1 3+ 1+ 4 8
6,93 | 7,07 - - 151,9 | 161,2 | 04/07 6 10 8
- - - - - - 05/07 10 9 8
06/07 | 13 12 12 11 9 8
Total 19 19 3 26 1 22 17 19 18 19 | 16,2
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Teste de toxicidade com C. dubia em agua com racdo — Teste 2

Inicio do teste: 05/12/2007 ‘Hora: 13:30 ‘Final do teste: 13/12/2007 Hora: 15:30
Agua de cultivo e/ou de diluigdo Amostra
Lote: 31 Origem Tipo
Substancia Quimica Triclosan
Cond.
pH OD (mg/L) (uS25/cm) Data |Ponto: Controle
ini fin ini fin ini fin 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | Vivo
7,08 | 764 | 7.7 7,0 | 140,9 | 152,6 | 05/12 . . . . . . . . . . 10
7,04 | 7,08 | 7,6 - 1342 - 06/12 . . . . . . . . . + 9
704 | - - - |1400] - | 07112 9
- 6,89 - - - 152,3 | 09/12 2 2 4 2 2 2 4 2 2 9
7,06 - - - - - 10112 | 14 5 5 7 5 6 10 5 6 9
7,07 - - - 1445 | - 1112 3 9
- - - - - - 12/12 2 6 2 2 2 1 9
13/12 . 5 3 8 . 2 5 8 3 9
Total 18 18 14 17 12 12 19 15 12 15,22
Inicio do teste: 05/12/2007 Hora: 13:30 Final do teste: 13/12/2007
Agua de cultivo e/ou de diluigao Amostra
Lote: 31 Origem Tipo
Substancia Quimica Triclosan
Cond.
pH OD (mg/L) (uS25/cm) Data |Ponto: 0,01 mg.L-"
ini fin ini fin ini fin 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | Vivo
7,07 | 754 | 83 7,1 |139,4|155,0 | 05/12 . . . . . . . . . . 10
7,10 | 7,08 | 7,6 - 133,9 | 137,3 | 06/12 . . . . . . . . . . 10
7,00 - - - 139,1 - 07/12 . . . . . . . . . . 10
- 6,92 - - - 154,8 | 09/12 5 3 4 2 4 2 3 4 4 2 10
7,02 | 7,57 - - 145,3 | 156,1 | 10/12 . 2 7 . . 8 7 5 7 6 10
7,28 | 7,05 - - 145,3 | 144,4 | 11/12 9 7 . 7 8 . . . 1 . 10
- - - - - - 12/12 . . . . . . . . . . 10
13/12 1 1 8 1 2 2 2 4 . 5 10
Total 15 13 19 10 14 12 12 13 12 13 | 13,3




Teste de toxicidade com C. dubia em agua com racdo — Teste 2
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Inicio do teste: 05/12/2007 |H0ra: 13:30 ‘Final do teste: 13/12/2007
Agua de cultivo e/ou de diluigao Amostra
Lote: 31 Origem Tipo
Substancia Quimica Triclosan
pH OD (mg/L) Cond. Data |Ponto: 0,02 mg.L-
(uS25/cm)
ini fin ini fin ini fin 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | Vivo
7,06 | 7,56 | 8,3 7,1 |140,5| 153,9 | 05/12 10
7,09 | 7,10 | 7,6 - 133,5|139,8 | 06/12 10
6,89 - 7,1 - 137,1 - 07/12 10
- 7,07 - - - 155,4 | 09/12 4 2 2 4 4 4 3 3 2 4 10
7,04 | 7,56 - - 145,7 | 155,2 | 10/12 . 8 6 8 4 8 4 6 10 4 10
722 | 7,15 - - 145,9 | 144,5 | 11/12 6 10
- - - - - - 12/12 10
13/12 2 5 7 2 4 4 5 2 4 1 10
Total 12 15 15 14 12 16 12 11 16 9 132
Inicio do teste: 05/12/2007 Hora: 13:30 Final do teste: 13/12/2007
Agua de cultivo e/ou de diluigio Amostra
Lote: 31 Origem Tipo
Substancia Quimica Triclosan
Cond.
pH OD (mg/L) (uS25/cm) Data |Ponto: 0,04 mg.L-"
ini fin ini fin ini fin 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | Vivo
7,07 | 754 | 83 7,1 | 140,7 | 154,7 | 05/12 10
7,08 | 7,10 | 7,6 - 133,5 | 139,1 | 06/12 10
6,89 - - - 136,9 | - 07/12 10
- 7,08 - - - 155,2 | 09/12 4 2 4 3 4 2 2 4 4 4 10
7,02 | 7,70 - - 145,6 | 155,1 | 10/12 5 7 4 10 6 5 10
7,20 | 7,15 - - 145,8 | 143,3 | 11/12 . . . . 6 4 10
- - - - - - 12/12 10
13/12 2 2 2+ . 2 4 4 3 3 9
Total 11 11 10 13 18 15 18 15 15 13 | 13,9




Teste de toxicidade com C. dubia em dgua com racdo — Teste 2
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Inicio do teste: 05/12/2007 ‘ Hora: 13:30 | Final do teste: 13/12/2007
Agua de cultivo e/ou de diluigdo Amostra
Lote: 31 Origem Tipo
Substancia Quimica Triclosan
Cond.
pH OD (mg/L) (uS25/cm) Data | Ponto: 0,08 mg.L-
ini fin ini fin ini fin 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | Vivo
7,06 | 7,56 | 83 7,0 | 140,7 | 154,0 | 05/12 10
7,06 | 7,11 7,6 - 133,6 | 138,9 | 06/12 10
6,88 - - - 136,8 - 07/12 10
- - - - - - 09/12 3 4 4 1 3 4 10
711 | 7,71 - - 145,4 | 157,7 | 10/12 5 7 6 10
7,18 | 7,16 - - 146,1 - 1112 7 10
- - - - - - 12/12 10
13/12 3 3 4 3 1 2 10
Total 11 10 13 14 13 14 10 7 12 9 | 113
Inicio do teste: 05/12/2007 Hora: 13:30 Final do teste: 13/12/2007
Agua de cultivo e/ou de diluigao Amostra
Lote: 31 Origem Tipo
Substancia Quimica Triclosan
Cond.
pH OD (mg/L) (uS25/cm) Data | Ponto: 0,16 mg.L-"
ini fin ini fin ini fin 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | Vivo
7,08 | 7,56 | 83 7,0 | 140,8 | 154,0 | 05/12 10
7,07 | 7,23 7,6 - 133,7 | 140,0 | 06/12 10
6,92 - - - 136,7 | - 07/12 10
- 6,92 - - - 150,4 | 09/12 3 4 4 1 3 3 10
7,10 | 7,79 - - 145,6 | 155,6 | 10/12 3 3 5 1+ 6 9
7,20 | 7,25 - - 145,8 | 1455 | 11/12 5 3 4 . 6 9
- - - - - - 12/12 9
13/12 3 3 + 8
Total 9 5 7 12 5 8 9 1 9 7.4
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ANEXO 5 — Testes de toxicidade com C. dubia em agua sem
racao.
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Teste de toxicidade com C. dubia em agua sem racéo — Teste 1

Inicio do teste: 12/07/2007 ‘ Hora: 15:30 | Final do teste: 19/07/2007 Hora: 13:30
Agua de cultivo e/ou de diluigao Amostra
Lote: 26 Origem Tipo
Substancia Quimica Triclosan
pH OD (mg/L) Cond. Data | Ponto: Controle
(uS25/cm)
ini fin ini fin ini fin 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | Vivo

703 | 764 | 7.8 - 136,2 | 134,2 | 12/jul . . . . . . . . . . 10
7,04 | 749 | 82 7,9 |136,1|140,0 | 13/jul . . . . . . . . . . 10
7,03 | 7,40 | 7,7 8,0 | 134,9|138,0 | 14/jul . . . . . . . . . . 10
703 | 764 | 75 - 140,4 | 138,7 | 15/jul . . 2 . . 3 . . . . 10
7,06 | 7,08 | 7,0 7,8 |138,9|142,0 | 16/jul 4 1 . 1 2 . 2 3 4 4 10
707 | 7,28 | 7,9 7,7 |126,0|142,8 | 17/jul 8 8 5 10 8 4 8 6 7 7 10
7,05 | 7,15 | 8,0 9,1 | 137,0 | 140,1 | 18/jul . . 10 . . . X . . . 9

19/jul 8 10 . 8 9 9 10 7 10 9

Total 20 19 17 19 19 16 10 19 18 21 | 17,8

Inicio do teste: 12/07/2007 Hora: 15:30 Final do teste: 19/07/2007 Hora: 13:30
Agua de cultivo e/ou de diluigao Amostra
Lote: 26 Origem Tipo
Substancia Quimica Triclosan
Cond.
pH OD (mg/L) (uS25/cm) Data | Ponto: A- 0,01 mg/L
ini fin ini fin ini fin 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | Vivo

7,02 | 7,67 | 7,9 - 135,2 | 135,1 | 12/jul . . . . . . . . . . 10
7,16 | 7,25 | 8,2 7,3 |136,9|140,3 | 13/jul . . . . . . . . . . 10
725 | 738 | 7,7 8,0 | 135,0|141,6 | 14/jul . . . . . . . . . . 10
6,96 | 7,60 | 7,7 7,9 |139,3|139,5| 15/jul . . . . . . . . . . 10
7,37 | 7,11 75 7,8 |137,9|142,7 | 16/jul 2 3 4 1 2 3 4 4 2 3 10
6,74 | 7,18 | 7,9 7,3 | 150,5|141,4 | 17/jul 5 6 8 6 6 5 6 6 7 5 10
6,85 | 7,29 | 8,0 9,0 |137,1|138,1| 18/jul . . . . . . . . . . 10

19/jul 9 9 10 10 8 11 12 10 12 11 10

Total 16 18 22 17 16 19 22 20 21 19 19
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Teste de toxicidade com C. dubia em agua sem racéo — Teste 1

Inicio do teste: 12/07/2007 ‘ Hora: 15:30 | Final do teste: 19/07/2007 Hora: 13:30
Agua de cultivo e/ou de diluigdo Amostra
Lote: 26 Origem Tipo
Substancia Quimica Triclosan
Cond.
pH OD (mg/L) (uS25/cm) Data | Ponto: B - 0,02 mg/L
ini fin ini fin ini fin 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | Vivo

706 | 7,72 | 7,9 - 135,6 | 135,7 | 12/jul . . . . . . . . . . 10
7,02 | 7,52 | 82 7,9 | 13551393 | 13/jul . . . . . . . . . . 10
714 | 7,37 | 7,9 8,0 |135,2|137,5| 14/jul . . . . . . . . . . 10
6,91 | 7,56 | 7,8 - 139,9 | 140,0 | 15/jul . . 2 . . . 2 . 2 . 10
7,24 | 7,21 - 7,9 |138,1|139,4 | 16/jul 4 4 . 4 3 5 . 3 . 3 10
6,98 | 7,19 | 7,3 7,8 | 140,5|141,1 | 17/jul 5 9 7 7 7 7 6 . 6 7 10
7,03 | 7,40 | 8,0 9,1 | 137,4|140,5 | 18/jul . . 10 . . . . 8 11 . 10

19/jul 10 10 . 9 11 12 9 11 . 7 10

Total 19 23 19 20 21 24 17 22 19 17 | 19,6

Inicio do teste: 12/07/2007 Hora: 15:30 Final do teste: 19/07/2007 Hora: 13:30
Agua de cultivo e/ou de diluigdo Amostra
Lote: 26 Origem Tipo
Substancia Quimica Triclosan
Cond.
pH OD (mg/L) (uS25/cm) Data | Ponto: C - 0,04 mg/L
ini fin ini fin ini fin 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | Vivo

7,07 | 7,64 8,0 - 135,6 | 136,0 | 12/jul . . . . . . . . . . 10
7,04 | 7,50 | 8,0 7,6 |135,7|140,0 | 13/jul . . . . . . . . . . 10
713 | 7,25 78 7,8 | 1354 |138,1| 14/jul . . . . . . . . . . 10
6,88 | 7,51 78 - 140,0 | 140,7 | 15/jul . . . 4 . . . . . . 10
7,21 | 7,06 - 7,9 |138,0 - 16/jul 3 2 . . 3 4 1 2 3 4 10
7,06 | 7,27 | 7,9 7,4 |140,3|140,7 | 17/jul 6 5 5 7 4 2 6 3 6 8 10
6,99 | 7,40 8,0 8,9 |137,0|139,6 | 18/jul . . 11 9 . . . . . . 10

19/jul | 10X 11 . . 9 10 8 4 9 5 9

Total 19 18 16 20 16 16 15 9 18 17 | 16,4




Teste de toxicidade com C. dubia em agua sem racéo — Teste 1
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Inicio do teste: 12/07/2007 ‘ Hora: 15:30 | Final do teste: 19/07/2007 Hora: 13:30
Agua de cultivo e/ou de diluigdo Amostra
Lote: 26 Origem Tipo
Substancia Quimica Triclosan
OD (mg/L) Cond. Data | Ponto: D - 0,08 mg/L
(uS25/cm)
ini fin ini fin ini fin 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | Vivo

7,08 | 7,58 | 8,0 - 135,6 | 135,0 | 12/jul 10
7,03 | 7,57 | 80 7,8 |136,2|138,8 | 13/jul 10
708 | 7,19 | 7,9 7,7 | 135,4|138,4 | 14/jul 10
6,89 | 7,50 | 7,9 - 139,8 | 139,9 | 15/jul 5 3 10
7,19 | 7,06 - 7,9 |137,8|140,8 | 16/jul 3 4 4 10
707 | 722 | 7,9 7,1 | 140,3 | 142,5 | 17/jul 5 6 7 7 4 7 10
6,99 | 7,26 | 8,1 8,9 | 137,7|139,4 | 18/jul 8 6 2X . . 9

19/jul 9 9 9 7 10 10 9

Total 18 18 19 19 18 20 13 12 18 21 | 17,6
Inicio do teste: 12/07/2007 Hora: 15:30 Final do teste: 19/07/2007 Hora: 13:30

Agua de cultivo e/ou de diluigdo Amostra
Lote: 26 Origem Tipo
Substancia Quimica Triclosan
OD (mg/L) Cond. Data | Ponto: E - 0,16 mg/L
(uS25/cm)
ini fin ini fin ini fin 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | Vivo

7,10 | 7,49 | 8,0 - 135,7 | 134,7 | 12/jul 10
7,08 | 7,46 | 8,0 7,6 |1359]139,0 13/jul 10
7,06 | 7,20 | 7,9 7,6 |135,0(138,1| 14/jul 10
6,88 | 7,50 | 7,8 - 140,1 | 139,7 | 15/jul 3 10
7,19 | 7,06 - 7,9 |138,3|139,2 | 16/jul 4 4 4 2 4 1 4 4 10
7,05 | 7,36 | 7,9 7,5 | 140,0 | 142,1 | 17/jul 6 4 5 9
6,97 | 7,34 | 80 8,6 | 137,3|140,7 | 18/jul 6 4 6 9

19/jul 4 4 5 . 9

Total 10 16 4 16 4 11 10 7 15 14 | 10,7
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Inicio do teste: 15/08/2007 ‘ Hora: 11:00 | Final do teste: 22/08/2007 Hora 12:00
Agua de cultivo e/ou de diluigao Amostra
Lote: 27 Origem Tipo
Substancia Quimica Triclosan
pH OD (mg/L) Cond. Data | Ponto: Controle
(uS25/cm)
ini fin ini fin ini fin 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | Vivo
7,02 | 7,40 | 7,9 - 136,0 | 135,2 | 15/ago 10
7,03 | 7,52 | 8.2 7,8 | 135,4|142,0 | 16/ago 10
7,02 | 760 | 7,5 8,0 | 137,0 | 142,0 | 17/ago 10
703 | 764 | 7,8 - 138,0 | 138,7 | 18/ago 10
7,06 | 7,29 | 7,9 8,1 |128,0|138,0 | 19/ago | 4 4 4 4 7 7 4 4 10
701 | 7,74 | 7.8 8,5 | 138,0 | 142,0 | 20/ago 10 12 8 10
7,00 | 7,30 | 7,8 8,0 | 144,0 | 143,0 | 21/ago 10
22/ago 6 7 5 9 10 10
Total 16 15 20 21 21 16 12 21 10 10 | 16,2
Inicio do teste: 15/08/2007 Hora: 11:00 Final do teste: 22/08/2007 Hora 12:00
Agua de cultivo e/ou de diluigao Amostra
Lote: 27 Origem Tipo
Substancia Quimica Triclosan
Cond.
pH OD (mg/L) (uS25/cm) Data | Ponto: A- 0,01
ini fin ini fin ini fin 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | Vivo
7,03 | 7,70 | 7,9 - 135,2 | 135,8 | 15/ago 10
712 | 7,24 | 8,1 7,8 | 138,0 | 140,2 | 16/ago 10
724 | 736 | 7,7 8,0 | 136,0 | 141,6 | 17/ago 10
707 | 7,80 | 7,8 7,6 | 140,8 | 142,7 | 18/ago 2 4 10
705 | 7,70 | 7,8 8,1 | 130,0 | 143,0 | 19/ago 4 4 4 4 10
7,09 | 8,00 | 7,6 8,2 | 140,0 | 140,0 | 20/ago 5 4 7 10
7,05 | 7,70 | 7,9 8,3 | 145,0 | 144,0 | 21/ago 8 7 8 10
22/ago 7 1 7 6 6 4 1 10
Total 18 10 17 5 21 16 15 17 15 20 | 154




Teste de toxicidade com C. dubia
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Inicio do teste: 15/08/2007 ‘ Hora: 11:00 ‘ Final do teste: 22/08/2007 Hora 12:00
Agua de cultivo e/ou de diluigdo Amostra
Lote: 27 Origem Tipo
Substancia Quimica Triclosan
Cond.
pH OD (mg/L) (uS25/cm) Data | Ponto: B - 0,02
ini fin ini fin ini fin 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | Vivo
7,04 | 7,72 | 79 - 135,0 | 136,8 | 15/ago 10
7,03 | 7,53 | 8,0 8,2 | 140,0 | 143,5 | 16/ago 10
712 | 7,38 | 7,9 8,2 | 135,8|141,0 | 17/ago 10
6,98 | 7,28 | 7,7 - 138,2 | 138,9 | 18/ago 4 4 1 10
714 | 750 | 7.8 8,0 | 130,1| 138,0 | 19/ago 3 5 4 4 10
701 | 719 | 7,9 7,8 |138,9| 141,0 | 20/ago 2 10
7,02 | 7,40 | 8,0 9,0 |142,3|139,9 | 21/ago 9 10
22/ago| 9 4 3 6 7 2 4 1 10
Total 17 15 11 16 12 15 14 19 17 (15,11
Inicio do teste: 15/08/2007 Hora: 11:00 Final do teste: 22/08/2007 Hora 12:00
Agua de cultivo e/ou de diluigdo Amostra
Lote: 27 Origem Tipo
Substancia Quimica Triclosan
Cond.
pH OD (mg/L) (uS25/cm) Data | Ponto: C - 0,04
ini fin ini fin ini fin 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | Vivo
707 | 762 | 7,9 - 136,8 | 136,9 | 15/ago 10
7,04 | 752 | 80 8,2 | 142,0 | 142,5 | 16/ago 10
712 | 742 | 78 8,0 |138,2|139,1 | 17/ago 10
6,98 | 7,30 | 7,7 - 138,9 | 140,0 | 18/ago | 4 2 4 4 10
720 | 7,34 | 78 8,0 | 140,0 | 142,0 | 19/ago 3 5 4 4 10
706 | 7,12 | 7,8 7,9 |138,8|140,0 | 20/ago | 8 6 9 4 10
6,99 | 7,30 | 8,1 9,0 | 139,0 | 140,2 | 21/ago | 8 10 10 8 10
22/ago 4 6 5 5 6 3 10
Total 20 3 12 22 15 18 14 15 20 | 16,5
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Inicio do teste: 15/08/2007 ‘ Hora: 11:00 | Final do teste: 22/08/2007 Hora 12:00
Agua de cultivo e/ou de diluigdo Amostra
Lote: 27 Origem Tipo
Substancia Quimica Triclosan
Cond.
pH OD (mg/L) (uS25/cm) Data | Ponto: D - 0,08
ini fin ini fin ini fin 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | Vivo
7,09 | 7,48 | 80 - 136,7 | 140,0 | 15/ago 10
7,06 | 7,60 | 8,0 8,1 | 136,9 | 140,0 | 16/ago 10
7,07 | 7,43 79 8,0 | 138,2|139,9 | 17/ago 10
6,98 | 7,40 | 7,8 - 140,1 | 142,0 | 18/ago | 2 4 10
719 | 7,24 | 80 7,9 |138,3|142,0 | 19/ago| 6 5 5 4 2 10
7,01 | 7,19 78 7,9 | 138,9 | 140,0 | 20/ago 5 4 8 10
7,02 | 7,40 8,0 8,7 | 140,0 | 142,0 | 21/ago 8 10 6 5 1 9 10
22/ago 7 7 7 2 1 7 10
Total 18 21 15 12 18 16 3 18 16 21 | 15,8
Inicio do teste: 15/08/2007 Hora: 11:00 Final do teste: 22/08/2007 Hora 12:00
Agua de cultivo e/ou de diluigéo Amostra
Lote: 27 Origem Tipo
Substancia Quimica Triclosan
Cond.
pH OD (mg/L) (uS25/cm) Data | Ponto: E - 0,16
ini fin ini fin ini fin 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | Vivo
712 | 7,50 8,0 - 135,9 | 142,0 | 15/ago 10
7,07 | 759 | 8,0 8,1 | 138,0| 139,0 | 16/ago 10
7,06 | 7,39 7.9 8,1 | 140,2 | 142,9 | 17/ago + 9
6,89 | 7,30 7,8 - 142,0 | 139,8 | 18/ago 9
719 | 7,10 8,2 7,9 |139,0|144,0 | 19/ago| 2 1 + 3 2 8
7,04 | 719 | 7.9 7,8 |139,2|139,9 | 20/ago 4 + 7
6,99 | 7,30 7.9 8,9 | 142,5| 145,0 | 21/ago 3 4 6 5 5 3 7
22/ago 6 1 7
Total 5 13 5 0 9 10 6 2 3 |5,889




