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RESUMO

Determinacdo dos potenciais toxicolégicos em organismos aquaticos de
residuos provenientes de misturas de solventes organicos utilizados em
laboratorios

Residuos liquidos sdo comumente gerados como subprodutos das analises
fisico-quimicas em laboratorios. Grande parte destes residuos sdo compostos por
solventes organicos, e em muitos dos processos analiticos, ndo possuem sistemas
de gerenciamento para destinacdo correta destes residuos, sendo assim escoados
diretamente nos sistemas de esgoto, podendo, desta forma, causar impactos
ambientais  significativos nos  ecossistemas  aquaticos  proximos  aos
estabelecimentos. Diante destes problemas, o presente trabalho mostrou, por meio
de andlises da toxicidade dos solventes organicos, que os solventes acetonitrila,
metanol, diclorometano e cloroférmio, testados nos organismos aquaticos: Daphnia
magna, Daphnia similis, Ceriodaphnia dubia e Danio rerio, possuem toxicidades
diferentes ao se comparar 0s testes com os tratamentos individuais com os testados
por meio de suas misturas. Os resultados de toxicidade aguda dos tratamentos dos
solventes ndo halogenados individuais, ficaram na faixa de 5.000 mg.Lta 21.764
mg.L?, e os tratamentos com a mistura de solventes ficaram na faixa de 707 mg.L"
1a 3.404 mg.Lt, demonstrando que as misturas dos solventes halogenados com nédo
halogenados potencializam a toxicidade em torno de 6 a 7 vezes, se comparados
com a toxicidade dos ensaios com os tratamentos individuais. Da mesma forma,
para 0S ensaios crdnicos, as maiores concentracbes com 0s solventes testados
individualmente ficaram na faixa de 625 mg.L'a 1.562 mg.L!, sendo que as
misturas de todos os solventes, ficaram na faixa de 125 mg.Lta 312 mg.LY,
mostrando assim uma potencia¢ao da toxicidade em torno de 5 vezes.

Palavras-chave: Microcrustaceos. Produtos. Peixes. Efluentes. Meio Ambiente



10



11
ABSTRACT

Determination of the toxicological potential in aquatic organisms for residues
from organic solvent mixtures used in laboratories

Liquid wastes are commonly generated as by-products of physicochemical
analyses in laboratories. Most of these residues are comprised of organic solvents,
and in many analytical processes, there are no management systems for proper
disposal of the wastes. Thus, they are drained directly into the sewer systems and
might thus cause significant environmental impacts to the nearby aquatic
ecosystems. Faced with these problems, this study has shown, through the toxicity of
organic solvents analyses, the acetonitrile solvent, methanol, dichloromethane and
chloroform, tested on aquatic organisms: Daphnia magna, Daphnia similis,
Ceriodaphnia dubia and Danio rerio have different toxicities when compared to the
tests with the individual treatments tested through their mixtures. The results of acute
toxicity of individual treatments of non-halogenated solvents were in the range
of 5.000 mg.L1to 21.764 mg.L. The treatments with mixtures of solvents were in the
range of 707 mg.L'to 3.404 mg.Lt. These results show that mixtures of the
halogenated solvents with non-halogenated potentiate the toxicity, approximately 6 to
7 times, compared to the toxicity tests with the individual treatments. Likewise, for the
chronic studies the higher concentrations with solvents individually tested were in the
range of mg.L1to 1.562 mg.L?, and the mixtures of all solvents, were in the range of
125 mg.L1to 312 mg.L%, showing a potentiation of toxicity around 5 times.

Keywords: Microcrustaceans. Products. Fishes. Effluents. Environment
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1 INTRODUCAO

A poluicdo ambiental vem despertando a sociedade para uma reflexdo sobre
0S questionamentos que envolvem a continuidade da vida na Terra. Este
pensamento torna o homem, a cada dia, mais consciente das mudangas que suas
acOes provocam no meio ambiente, especialmente se essas alteracfes influenciam
diretamente as condi¢Bes do entorno, prejudicando a sua propria qualidade de vida.

Os residuos quimicos de laboratério se caracterizam como poluentes por
apresentarem riscos a saude humana e ao meio ambiente (BRASIL, 2004). No caso
de ndo serem manuseados de acordo com metodologias seguras, baseadas em
legislacdes vigentes, podem se tornar potencialmente poluentes de solos, subsolos,
adguas superficiais e subterraneas. Este fato pode levar essas atividades a uma
situacdo de risco, ou até mesmo de perigo ambiental, podendo se converter em
cenarios de desastres ambientais de grande magnitude, com mudancas expressivas
no meio ambiente afetado.

Muitas formas de interacbes do homem com o meio ambiente podem
deteriorar efetivamente o equilibrio do ecossistema. Uma delas provém diretamente
da necessidade humana de consumo de bens materiais, sejam eles duraveis ou
nao-duraveis, que permitam uma vida confortavel, independente dos danos
causados pela sua producdo. Entre estas acdes, por exemplo, estdo 0s rejeitos
industriais gerados pelo uso de insumos destinados a producdo de bens materiais.
Parte desses rejeitos ndo recebe tratamento eficaz e preventivo relacionado aos
impactos ambientais negativos. Dentre estes insumos estdo os solventes organicos,
utilizados em larga escala pela industria, mas nem sempre destinados corretamente
e legalmente.

Ha& grande diversidade de usos desses solventes, tais como domésticos,
producao industrial, desengraxantes industriais, até analises quimicas laboratoriais
especificas. Os solventes organicos sdo usados também como principais meios
diluentes para os diferentes processos de analises fisico-quimicas laboratoriais,
principalmente quando estes ensaios envolvem substancias-teste de compostos
organicos, como, por exemplo, saneantes biodegradaveis, agrotéxicos, farmacos,
entre outros. A maioria destes solventes tem um poder muito forte de interagdo com
a agua, de forma que sua presenca no meio ambiente € praticamente imperceptivel,
se considerarmos que a sua solubilidade é alta em corpos hidricos e na umidade
presente nos solos (POHANISH; GREENE, 1997). O grande problema enfrentado,



14

atualmente, é que as concentracdes destes compostos encontrados em aguas
superficiais e subterraneas, assim como nos solos, podem afetar consideravelmente
o equilibrio destes ecossistemas, dependendo do grau de toxicidade destes
residuos, principalmente se encontrados em solucdbes com mais de dois
componentes.

Devido a esses fatos, torna-se necessario o desenvolvimento de estudos que
enfoquem as principais consequéncias ambientais referentes ao contato dos
residuos liquidos, provenientes de analises fisico-quimicas laboratoriais, com o0s
corpos de &guas, como o0s estudos ou ensaios de toxicidade aquatica. Ao se
considerar que laboratdrios de analises e pesquisas da area quimica, utilizam
solventes como a principal forma de diluicdo de amostras, ou como fase de arraste
em equipamentos, pode-se considerar que uma amostragem representativa da
grande variedade destes produtos utilizados nos laboratdrios é composta pela
acetonitrila, metanol, diclorometano e cloroférmio. Diante desta afirmacédo, e
considerando a importancia do desenvolvimento de ensaios de toxicidade aquatica
com tratamentos utilizando estes solventes, pose-se constatar quais seriam 0s

potenciais impactos destes produtos se descartados diretamente em corpos d"agua.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Natureza da poluicéo

Os riscos ao meio ambiente, provenientes de agentes quimicos, derivam de
muitos processos industriais, comercializacdo de produtos, e também do setor de
prestacao de servicos, como € o0 caso dos laboratérios de analises quimicas. Fontes
de poluicdo sdo encontradas nesta categoria de servico, quando 0S seus aspectos
ambientais ndo s&do controlados e monitorados através de um sistema de
gerenciamento ambiental. A partir deste fato, pode-se considerar que laboratorios,
assim como as industrias, podem alterar diretamente determinadas condi¢cdes
ambientais devido as suas instalacdes, uso de recursos naturais em seus processos,
entre outras atividades. Devido a estas alteracdes, estas atividades sao
responsaveis por causar mudancas nos elementos constituintes do meio ambiente, a
exemplo do ar, 4gua, terra e seres vivos, por se caracterizarem como fontes de
poluicdo efetivas ou potenciais. Segundo Christofoletti (1995), esta afirmacao
somente pode ser confirmada por meio de estudos sobre as alteracbes nas
caracteristicas quantitativas e qualitativas em diferentes geossistemas, e também
por andlises geograficas das organizacdes espaciais.

A poluicdo ambiental € considerada como a unido de varios aspectos que
podem causar a contaminacao do ar, das aguas, do solo, a descaracterizacdo da
paisagem, entre outras formas de degradacdo dos constituintes do espaco
(FALLENBERG, 1980). Legalmente a poluicdo, de acordo com a Lei 6938/81, é

definida como:

A degradacao da qualidade ambiental resultante de atividades que direta ou
indiretamente:

a) prejudiquem a salde, a seguranca e o bem estar da populacéo;

b) criem condicdes adversas as atividades sociais e econémicas;

c) afetem desfavoravelmente a biota;

d) afetem as condic¢des estéticas ou sanitarias do meio ambiente;

e) lancem matérias ou energia em desacordo com os padrdes ambientais
estabelecidos (BRASIL, 1981, p. 1);

A poluicdo ao meio ambiente caracteriza-se quando o risco ambiental é
consequéncia de potenciais perigos que estdo presentes, ndo somente em eventos
geofisicos, como terremotos ou inundagbes, mas também em fatos de origem

humana, como os residuos industriais, acidentes de transporte, dispersao de gases
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poluentes, entre outras ameacas tecnologicas que também podem ser consideradas
como fontes de poluicdo. Segundo dados do Sistema de Informacdes sobre
Emergéncias Quimicas (SIEQ) da CETESB, dos 8573 acidentes registrados em
2011, 4,4% foram causados por descarte de residuos indevido; por outro lado, os
acidentes envolvendo transporte de substancias quimicas estdo na ordem dos
42,1% (PIOLI, 2011).

Nas atividades laboratoriais também possuem fontes poluidoras, pelo fato de
gue nelas manuseiam-se produtos quimicos rotineiramente, para a geracdo de
dados através dos resultados das andlises. Apds a finalizacdo das analises, 0s
produtos deste processo sdo descartados de acordo com um sistema de controle de
residuos. Caso este controle ndo exista, ou se néo for eficiente, o laboratério pode
se torna um poluidor em potencial, desde a geracdo dos residuos, armazenamentos,
transportes, até a sua destinacao final.

De acordo com Fallenberg (1980), o crescimento populacional segue na
mesma proporcdo do crescimento da geracdo de residuos ou subprodutos
originados de finais de processos industriais, descarte de efluentes doméstico, ou
também a prépria dgua utilizada na agricultura. Para este mesmo autor, dentro desta
visdo observa-se que os efeitos causados pela poluicdo da disposicdo ou descarte
destes residuos na natureza, possuem duas principais causas. A cultura moderna
proporciona uma demanda de necessidades de produtos que acionam a producéo,
gue desta forma, acionam varios processos produtivos (industria e agricultura),
dando origem as fontes de poluicdo. Por um outro lado, esta mesma sociedade,
apos o consumo destes produtos, também gera uma outra fonte de poluicdo, como a
geracao de efluentes e residuos domésticos. Diante deste retrospecto, outro ponto
importante que deve ser levado em consideracdo é quais sdo 0s atores que
recebem os efeitos destas alteracbes no meio, sendo a propria sociedade, mas
também outros individuos dos diversos tipos de ecossistemas atingidos em larga
escala por estes poluentes (FALLENBERG, 1980).

Diante da atual conjuntura cultural da sociedade e do modelo produtivo, pode-
se definir que a poluicdo dos ecossistemas esta dividida em duas grandes ordens. A
primeira ordem de poluicdo equivale aos aspectos naturais regidas pelas leis fisicas
da natureza no contexto da forma de sobrevivéncia da populacdo, onde dificiimente
seus impactos podem ser prevenidos. A segunda ordem é baseada nos impactos de

acordos e decisbOes da propria sociedade diante da demanda de necessidades do
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seu estilo de vida. Este tipo de poluicdo esta ligado a procedimentos técnicos, porém
€ negociavel e pode ser prevenido (DUNGAN, 1972).

Mais precisamente a segunda ordem de poluicdo, que se relaciona ao
impacto causado pelas fontes que tem como causa as proprias decisfes e
demandas da sociedade, neste ponto considera-se que os subprodutos gerados
pelos processos produtivos sdo grupos de contaminantes mais expressivos e
impactantes no meio natural (BURATINI; BRANDELLI, 2006). Para estes mesmos
autores, para a Biologia estes subprodutos sdo considerados xenobioticos, por
serem de dificil degradacdo por meios naturais e que a maioria foi sintetizado em
laboratorio, ou seja, sdo moléculas estranhas para os ecossistemas.

Desta forma, quando um produto ou composto xenobiético é lancado em um
ecossistema, como um corpo hidrico, por exemplo, ocorre uma interacdo complexa

com este meio, devido a dinamica de particao que possuem 3 fases:

1. Fase aquosa e a biota;
2. Fase aquosa e o0 sedimento;
3. O sedimento e a biota residente (BURATINI; BRANDELLI, 2006, p. 55).

Na abrangéncia destas 3 fases, de acordo com estes mesmos autores, a
resposta do meio com relacdo a estas interacdes séo diferentes, pois depende das
caracteristicas dos compostos, concentracdo e tempo de exposi¢cdo ao meio. Diante
das respostas do meio frente ao contato com as substancias xenobioticas, pode
ocorrer alteracdes bioquimicas ou fisiolégicas em organismos individuais, mas
também podem ocorrer mudancas mais severas atingindo niveis de toxicidade com
uma amplitude que engloba toda a populacdo de individuos expostos (BURATINI;
BRANDELLI, 2006). A Figura 6 mostra o esquema de acao referente as substancias

xenobidticas, desde as organelas celulares até o ecossistema.
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Molécula E"u"lﬂ Enzimatica N Organela

L

Orgdo . Tecido ¢ Célula

Individuo > Populagdo Comunidade

Ecossistema €

Figura 1 — Niveis organizacionais que podem se manifestar os efeitos dos
poluentes (BURATINI; BRANDELLI, 2006, p. 55)

Os contaminantes gerados por subprodutos gerados pelos descartes de
residuos, em contato com o meio ambiente, apresentam perfis de impactos distintos,
dependendo de sua composicdo. A persisténcia destas moléculas no ambiente pode
definir o nivel de impacto nas cadeias troficas apdés a sua interacdo, devido a
resisténcia destes compostos frente aos organismos decompositores. Nestes casos,
os critérios estabelecidos de toxicidade de ensaios agudos ou crénicos, podem néo
detectar as consequéncias futuras dos efeitos de determinadas substancias no
ambiente, como por exemplo os organoclorados (ZAGATTO; BERTOLETTI, 2006).

De acordo com Rand (1995) as misturas de produtos quimicos que entram
em contato com elementos da biota podem levar a alguns impactos negativos destas
interacbes, geralmente por advir da conjuncdo de mais de dois contaminantes.
Segundo este mesmo autor nos ambientes aquaticos, e também citado por Zagatto
e Bertoletti (2006), os organismos podem estar expostos a misturas de muitas
substancias, que podem acarretar em varios tipos de efeitos:

a. Efeitos sinérgicos: efeitos combinados de dois contaminantes € maior do que

a soma dos efeitos individuais aplicados;

b. Efeitos de potenciacéo: contaminante possui efeito tOxico somente quando
aplicado com um outro contaminante;
c. Efeitos antagbnicos: existe uma interferéncia na acdo toxica dos

contaminantes quando aplicados junto;
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d. Efeitos aditivos: efeitos ocorrem quando existe uma adicdo dos
contaminantes combinados resultando exatamente na soma dos efeitos

guando aplicados individualmente.

2.2 Poluentes quimicos em corpos hidricos

De acordo com Manning e Tiedmann (1995), no mundo sdo conhecidas
aproximadamente 11 milh8es de substancias quimicas, porém estudos cientificos
que abordam os niveis de periculosidade sdo minimos. Sem as informacdes
necessarias dos reais efeitos na saude humana e ao meio ambiente, fica dificil medir
ou prever os efeitos dos impactos destes produtos, em caso de acidentes, por
exemplo. Desta forma, diante deste retrospecto de falta de informacdes cientificas
de mensurabilidade dos impactos dos produtos quimicos in natura no meio
ambiente, os impactos do contato direto ou indireto das misturas destes produtos no
solo ou na 4gua, também séo desconhecidos.

Como observado, um dos principais indicadores que mostram 0S potenciais
toxicolégicos no contato destes poluentes na natureza sdo 0s organismos aquaticos.
De acordo com Baird (2002), a probabilidade de poluentes liquidos entrar em
contato e contaminar aguas superficiais e subsuperficiais € muito alta,
principalmente em regifes tropicais devido a maior presenca de chuvas, do que
climas temperados, por exemplo. Diante desta afirmacdo, ao se observar a
ocorréncia do primeiro contato dos produtos in natura ou subprodutos (misturas) de
caracteristicas fisicas liquidas ou sélidas com o solo durante um determinado
periodo, estes compostos infiltram-se verticalmente entre as particulas agregadas
sélidas do solo, até atingirem o lencgol freatico (BRADY, 1976).

Sendo o solo o primeiro meio de contato com estes residuos, antes mesmo
de serem escoados para um canal fluvial ou um lencol freatico, consideramos que
antes de alterar a vida aquatica estes produtos impactam a microfauna presente
nesta biota. Para Sisino (2000), nos solos acontecem continuamente complexas
reacoes quimicas, devido a presenca de milhares de espécies de microorganismos,
principalmente, no primeiro horizonte do solo. Portanto, a 4gua que permeia este
solo tem a forca de carrear compostos toxicos e, mesmo 0s que tém baixa
solubilidade em agua, “podem alcancgar facilmente o lencgol freatico, atingindo longas
distancias e contaminando outros ambientes e elos da cadeia alimentar” (SISINO,
2000. p. 65).
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Para Canter (1996), a poluicdo das aguas superficiais pode ser evidenciada
pelo escoamento de quantidades excessivas de substancias especificas, por um
periodo de tempo, com reconhecidos efeitos negativos para a qualidade da agua.
Portanto, nas dguas superficiais, a contaminacao por estes produtos é ocasionada
pela entrada de poluentes escoados pelas aguas das chuvas, lixiviados,
transportados superficialmente de locais onde houve vazamentos, derramamentos
ou descarte clandestino de residuos liquidos ou sdlidos, classificados como nao
inertes.

Como complemento do processo de contaminagdo descrito, € importante
ressaltar que a solubilidade, pH, temperatura, constante de dissociacao,
volatilizacéo, dissipacéo e lixiviagdo sdo os principais mecanismos que determinam
0 impacto destes contaminantes no meio ambiente (COELHO, 2001).

Portanto, os diferentes compartimentos do ecossistema, coluna d"agua e
materiais em suspensdo ou sedimentos, dependem do tipo de descarga e das
propriedades fisicas e quimicas do produto de origem, ou do subproduto originado
por meio das misturas advindas dos processos produtivos. Os poluentes dos
ecossistemas aquaticos podem ser agrupados em trés categorias principais:

e Material flutuante (6leos e graxas), eles retardam o crescimento das plantas
aquaticas pelo bloqueio da luz solar;

e Material em suspensdao responsaveis pela formacao de lodo que pode asfixiar
as bactérias aerbdbicas comprometendo os sedimentos, assim como a
formacdo de gases e odores desagradaveis;

e Material em solucdo, como 4&cidos, A&lcalis, metais-traco e compostos
xonobidticos, podem destruir a vida aquatica e transformam a agua em
impropria para qualquer uso (SELL, 1992).

Conhecidos os potenciais de contaminac¢do das aguas através dos variados
grupos de poluentes existentes, pode-se agrupar as fontes de poluicdo em 3 grupos,
a partir de sua distribuicdo espacial: aguas residuarias urbanas, aguas residuérias
de origem agropecuaria e aguas residuarias industriais (FALLENBEG, 1980, p. 71):

De acordo com este mesmo autor, as aguas residudrias urbanas, caracteriza-
se por conter detritos organicos, restos de alimentos, sabdes, detergentes, ou seja,

uma fonte de carboidrato, gorduras, material proteico, fosfatos, bactérias etc. A
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quantidade de detritos, geralmente, € mensurada de acordo com a quantidade de
habitantes presentes na mesma area, porém existe uma diferenca entre a
quantidade gerada de efluentes por habitantes de grandes centros urbanos, como
capitas e regides metropolitanas, se comparado com o volume despejado de
habitantes de comunidades menores. Este fato ocorre devido a diferenca de padrbées
de consumo de agua e qualidade de vida dependente de um consumo mais elevado
de recursos. Sendo assim, os habitantes de grandes centros urbanos podem gerar
de 2 a 3 vezes a mais de efluentes domésticos do que os habitantes de cidades
menores. Dentre o0s principais contaminantes das &guas, em paises de
caracteristicas tropicais, pode se destacar a bacteriana e as substancias
degradaveis por acao bacteriana (FALLENBERG, 1980):

a. Contaminacdo bacteriana: agua onde a principal componente de contaminacao é
de origem fecal com a presenca de alguns microrganismos prejudiciais a saude
humana, dentre ele a Eschericha coli. No Brasil existem algumas discrepancias com
relacdo ao seu controle de limites de presenca na agua potavel. Algumas referéncias
permitem a presenca de menos de uma bactéria a cada 100 ml de agua, outras,

possuem critérios de ndo admitir nenhuma presenca independe do volume.

b. Contaminacdo por substancias degradaveis por acdo bacteriana: estes
contaminantes sao caracterizados por substancias organicas, detergentes e
produtos de limpeza. Esta categoria de poluentes provocam a proliferacdo acelerada

de col6nias de bactérias, dando origem ao fendmeno de eutrofiza¢do as aguas.

A terceira fonte de grupos de poluentes € representada pelas aguas ou
efluentes industriais. De acordo com a CETESB (1992), esta fonte de poluentes
agrega uma toxicidade caracterizada por substancias organicas e inorganicas
presentes nos processos industriais de diversos segmentos produtivos.

O outro grupo observado presente nos efluentes ou aguas industriais sdo 0s
compostos inorganicos, tendo como principais poluentes os metais pesados e seus
derivados. Dentre esses metais, o cadmio, o mercurio e o chumbo sao os poluentes
gue mais causam impactos nos ecossistemas por meio de sua interacdo, e por
possuirem caracteristicas acumulativas nos organismos vivos e vegetais, trazendo

assim, alteracdes representativas nas paisagens naturais, assim como lesdes
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severas em oOrgaos internos do homem, e até a morte. (ZAGATTO; BERTOLETTI,
2006).

De acordo com a norma técnica da CETESB (2011) que trata da avaliacao de
riscos de acidentes de origem tecnologica, a classificagdo dos gases e liquidos
toxicos possuem quatro niveis de toxicidade, que pode ser verificado na Tabela 1.
Estes niveis remetem a concentracao letal via respiratoria para animais silvestres,
como ratos e camundongos que sao determinados por ensaios com metodologias
especificas (CETESB, 2011).

Tabela 1 — Nivel de toxicidade para resultados de ensaios agudos

Nivel de toxicidade* mg.L*

4 — Muito toxica. C <500

3 — Toxica. 500 < C < 5000

2 — Pouco téxica. 5000 < C < 50000

1 - Praticamente 4454 - ¢ < 150000
nao toxica.

Fonte: CETESB (2011)

Da mesma forma que a CETESB, a Tabela 2 estabelece parametros para o
nivelamento das faixas de concentracdo de toxicidade para 0s ensaios com
organismos especificos, a Environmental Protection Agency — EPA, possui uma
classificacdo semelhante, especificamente para organismos aquaticos. Porém, de
acordo com a publicacéo desta instituicdo, a fase analitica desta avaliacdo de risco é
especifica para estudos com o objetivo de classificar e nivelar a toxicidade de

pesticidas para organismos aquaticos (EPA, 2014).

Tabela 2 — Categorias de ecotoxicidade para organismos aquaticos para pesticidas

Ensaios agudos
em organismos

Categoria de toxicidade aguaticos
Concentragao
(mg.L™")
Extremamente toxico <0.1
Muito toxico 01-1
Moderamente téxico >1-10
Levemente toxico >10 - 100
Praticamente n&o toxico >100

Fonte: EPA (2014)
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Os dados da Tabela 3, foram extraidos de uma publicacdo deste mesmo
orgao, com base em estudos toxicolégicos com aves, e que também possuem uma
listagem especifica que parametrizam as faixas de concentracdes e estabelecem o0s
niveis de toxicidade para estudos de dosagens por via oral, e abaixo de 50 mg.L
1 sdo considerados extremamente téxicos, e acima de 5000 mg.L* s&do considerados

praticamente nao toxicos (EPA, 2005).

Tabela 3 — Faixa de toxicidade para ensaios subagudos em aves

Categorias de toxicidade de ensaios subagudos com aves baseados ha

concentracdo média letal em mg.L* por dia

<50 Extremamente toxico
50-500 Muito toxico
501 - 1000 Moderamente toxico
1001 - 5000 Levemente toxico
> 5000 Praticamente n&o toxico

Fonte: EPA (2005, p. 2)

Portanto, em linhas gerais, 0s poluentes sdo gerados através de sinteses
naturais ou artificiais entre compostos quimicos, como por exemplo, polissacarideos,
acucares, proteinas, aminoacidos, acidos organicos, solventes, entre outros
derivados. Tendo em vista que o meio ambiente ndo possui a capacidade de
transformar as milhares de substancias tdxicas existentes, principalmente, em
concentra¢gdes que atingem niveis acima do que a natureza pode assimilar, torna-se

vital o desenvolvimento de a¢des voltadas a sua conservacao.

2.2.1 Problemas causados pela contaminacdo de corpos hidricos por

guimicos orgéanicos

Aproximadamente um terco de todos os compostos organicos produzidos tém
como destino o meio ambiente, incluindo a agua. Cerca de 700 compostos quimicos,
incluindo mais de 600 compostos organicos, muitos dos quais biologicamente ativos,
tém sido detectados em amostras de agua. O Brasil, desde a década de 70,
destaca-se como um dos maiores consumidores mundiais de pesticidas. Porém, o
anico dado que nos da uma indicagédo da escala em que séo aplicados no Brasil séo
os valores de pesticidas em linha de comercializacdo, a partir dos quais destaca-se

a grande utilizacdo de herbicidas. As culturas responsaveis por este elevado
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consumo sao principalmente soja, cana-de-agucar, milho e arroz (PRIMEL et al.,
2005).

No Brasil, existem algumas legislacbes que definem os valores de
concentracfes minimas que permitem sua disposicao direta nas aguas superficiais.
Dentre os grupos de moléculas presentes nestes valores, existem as inorganicas,
Como 0S metais, e as organicas, incluindo as moléculas de pesticidas mais comuns,
e alguns solventes organicos, assim como as de demandas quimicas e bioquimicas
de oxigénio. As duas principais normas que regem estes parametros sdo a
resolucdo do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) 357/2005 (alterada
pela CONAMA 397/2008 e CONAMA 430/2011), e a portaria 518/2004 de
potabilidade da agua, substituida pela Portaria MS n. 2.914/2011 (BRASIL, 2004,
2005, 2008, 2011a, 2011b). A CONAMA 357/05, apesar das alteracbes, é a norma
principal que classifica as aguas de acordo com as concentracdes de contaminantes
presentes. Esta norma é utilizada como referéncia nas analises fisico-quimicas da
agua, principalmente para verificar a presenca de algumas moléculas de pesticidas.
A portaria 2.914/2011 é utilizada para avaliar se as concentra¢des de contaminantes
sdo minimas para classificar a potabilidade da &gua, ou seja, para consumo
humano. Nesta norma a quantidade de parametros sdo maiores que a da CONAMA
357/05, e os seus parametros sdo agrupados em: inorganicos, microbiolégicos,

organicos, praguicidas, desinfetantes, organolépticos, radioatividade entre outras.

2.2.2 Os solventes organicos em ambientes aquaticos

A periculosidade dos produtos quimicos, de acordo com a sua frequéncia de
utilizacéo, é o que vai estabelecer o nivel do risco ambiental proporcionado, assim
como o0 seu grau de toxicidade e reatividade relacionadas ao meio ambiente.
Dificiimente é possivel estabelecer limites seguros de prevencdo dos despejos
destes contaminantes no meio, pois existe uma quantidade variada de produtos
diferentes, e o grau de seguranca para estes descartes depende de fatores como
intensidade e magnitude de uso (PENATTI, 2009).

Na ocorréncia do contato e interacdo de poluentes quimicos no meio
aquatico, verifica-se, como consequéncia, o seu transporte e distribuicdo para outras
areas proximas. Durante este processo, e de acordo com as condi¢cdes
apresentadas pelo meio, € possivel a degradacdo destas moléculas formando,

assim, alguns metabdlitos. Portanto, 0 movimento das substancias no meio aquatico
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depende de fatores e condicbes do ambiente para o transporte, e os efeitos das
propriedades quimicas dos contaminantes ao serem transportados (LYMAN, 1995).
A presenca dos quimicos organicos no meio ambiente, como 0s solventes,
segundo Lyman (1995), mesmo em baixas concentracdes, ocorre por uma ou duas
formas de fases, a fase dissolvida e a fase sorvida. Este transporte € conduzido por
meio de varios processos de transformacao destes quimicos como pode-se observar
na Tabela 4 e na Figura 7. Porém, de acordo com este mesmo autor, este processo
€ dindmico pois depende inteiramente das condicbes do meio, como temperatura,
pH, concentracdo dos sélidos em suspensédo, populacdo microbiolégica etc, assim
como o proprio comportamento da agua para a neutralizacdo ou ionizacdo das

moléculas dos contaminantes.
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Tabela 4 — Lista de fases e processos de transporte e transformacao dos contaminantes organicos em corpos hidricos

Fase de Transferéncia e Transporte

Transferéncia

Dissolucao

Processo de transporte de massa de quimicos para ambientes aquéaticos por derreamento ou
disposicao impropria de residuos. Nestes casos, 0s organicos podem permanecer na superficie
da agua (ex. gasolina, 6leo etc), em forma de coluna de agua, disperso em coldides e no fundo
do corpo hidrico na forma de sedimentos mais pesados. Ainda a taxa de dissolucdo, também
depende, de outros fatores como, volume e local de disposi¢c&o, concentracdo da mistura na
agua, temperatura, teor de solubilidade do quimico na dgua e a presenca de outros organicos

Sorcéo de solidos

Processo que envolve a transferéncia de um quimico de um estado dissolvido para o interior de
uma particula solida. A sorcao de solutos organicos em sélidos suspensos ou sedimentados na
superficie da dgua, € muito importante no processo de transferéncia que afeta a
bioavaliabilidade e toxicidade do quimico.

Volatilizac&o

Muitos organicos podem facilmente ser transportados fora da superficie da agua, através da
interface ar-agua, sendo assim um processo de transferéncia ligado as propriedades quimicas e
ambientais, por possuir a possibilidade de mistura entre 0 movimento de uma fina espessura do
corpo hidrico com o ar de contato com a superficie da agua, e pelo quimico possuir uma alta
particdo agua-ar, de acorodo com a lei da constante de Henrry.

Deposicao
atmosférica

Fracdo que penetra diretamente na atmosfera pelo fluxo da contaminagéo quimica, podendo
ocorrer uma deposicao seca, pela formacdo de gases ou aerosois, ou uma deposi¢do umida,
gue envolve o transporte na superficie da terra, pela neve, chuva etc




Transporte

Transporte de massa
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Processo de movimento dos quimicos em uma coluna de 4gua durante o proprio movimento do
corpo hidrico. Estes movimentos criam turbuléncias e misturam os quimicos por disperséo e
dissolucgao.

Sedimentacéo

Processo de particdo quimica entre o dissolvido e uma particula sorvida baseado no coeficiente
da particdo de sedimento para agua.

Difusao

Deposigéo de fundo

Movimentos de moléculas sob a influéncia de um gradiente de concentra¢cdes, de uma area de
alta concentracdo para uma area de baixa concentracéo. A difucdo na dgua é um processo
relativamente lento e € importante para a determinacéo da porosidade média dos sedimentos de
fundo de deposicéo.

Transformacéo

Processo Abidtico

Hidrélise

Processo de transformacgao quimica, no qual a molécula organica reage com a agua formando
uma nova ligacdo de carbono-hidrogénio desprendendo um carbono-X da molécula original

Fotolise

Processo de quebra das moléculas organicas pela luz do sol nas superficies das aguas, solo, ou
atmosfera, e outras superficies, como as das plantas. As fotoreaces podem ser predominantes
em processos de muitos componentes no ar ou na agua limpa que cria produtos de oxidacéo
em larga escala, devido a agua ser mais sollvel, baixa volatilidade, monos sujeito a acdes
microbioldgicas.

Dissociacao

Oxidacao/ Reducéao

Reacdes de dissociacdes de quimicos organicos em meio acido ou alcalino.

Processo

Biodtico

Biodegradacao
aerodbica

Biodegradacao
anaerobica

Tem como ocorréncia no solo ou na agua pelas condi¢cbes aerdbicas ou anaerébicas dos
microorganismos, bactérias, fungos e algas. Porém na maioria das vezes as reac¢des quimicas
ocorrem na agua por envolver a matéria organica na presenca de micoorganismos
intermediarios.

Fonte adaptada pelo autor: Rand (1995).
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ATMOSFERA EFLUENTES RESIDUOS SOLIDOS MINERN;JE.D
acidentes Manuseio Disposigao i
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Manuseio
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PLUMAS DE Aquifero livre
CONTAMINANTES
Aguitarde

_ Agquifero confinado

AGUAS SUPERFICIAIS: rios, represas, lagos e mar.

Figura 2 — Vias de transporte e acumulacdo de contaminantes em solos e aguas
Fonte: CETESB (2001)

Com relacdo aos problemas que estes produtos podem causar nos
organismos presentes na agua ou no solo, na Tabela 5 constam as informacdes dos
principais solventes organicos utilizados em analises quimicas, industrias, e demais
processos, devido ao fato de serem um dos grupos de produtos quimicos mais
utilizados em laboratérios. Estas informacfes foram extraidas de suas respectivas
Fichas de Informacdes de Seguranca de Produtos Quimicos (FISPQs) (PENATTI,
2009).

Com base nas informagdes contidas na Tabela 5 pode-se analisar e avaliar
quais produtos séo considerados mais toxicos ao entrarem em contato com 0 meio
ambiente aquatico. Estas informacfes sdo retiradas dos dados ecotoxicolégicos
oferecidos a partir dos parametros da Concentragdo Letal Cinquenta (CLso),
Concentracdo Letal Minima (CLLo) e Limite de toxicidade-Teste de Inibicdo da
Multiplicacdo Celular (L. Tox-T.I.M.V.C), dependendo da disponibilidade dos dados
nestas fichas.

Com base nas informacdes desta mesma Tabela, pode-se constatar que o
solvente tolueno € o qual possui maior potencial de impacto no ambiente aquatico
como demonstrada por concentracfes letais em peixes da espécie Lepomis
macrochirus. Outro organismo testado, e mostrado no quadro, foi a alga da espécie
Microsystis aeruginosa, em que o0 solvente considerado mais toxico foi o

formaldeido, devido ao seu poder de inibir a multiplicacdo celular destas algas na
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concentracédo de 0,39 mg.L™*. Outros solventes também utilizados com frequéncia e
que foram expostos os seus efeitos toxicos nas mesmas diretrizes de exposicao e
com 0S mesmos organismos, foi a acetona, que oferece riscos aos peixes na
concentracdo de 6.100 mg.L! e as algas com 530 mg.L?, e o alcool etilico, que
somente na concentracdo de 7.000 mg.L' oferece riscos a espécie de peixes
Semolitus atromaculatus e com 1.450 mg.L? as algas. Com estas informagées,
pode-se considerar somente a toxicidade de alguns produtos nos meios mais
representativos em testes de laboratério, mas, obviamente, ndo podemos
estabelecer o impacto real em ecossistemas aquéaticos em caso de contatos
acidentais com estes produtos, pois € muito dificil simular tais testes, devido a
imensa variedade de mecanismos de respostas que o meio natural oferece para

este tipo de contato.
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Tabela 5 — Informacfes ecotoxicolégicas dos principais
em laboratérios

utilizados

solventes orgéanicos

Produto

Valor da CLso em
peixes (mg.L 1)

Valor do Limite de
toxicidade em
algas** (mg.L?)

Acetona
Acetonitrila
Alcool Isopropilico

Benzeno
Ciclohexano
Cloroférmio

Diclorometano

Alcool Etilico

Eter de Petréleo

Formaldeido

Hexano
Alcool Metilico
Piridina

Tetracloreto de Carbono
Tolueno

Xileno

6100
1.850
11.130

36,6 em 24h
(Lebistes reticulates)
57 em 24h

(Lebistes reticulates)
102 (14 dias)

294

Poecilia reticulata(14
dias)

> 7.000

Semolitus
atromaculatus (24 h)
1-10

Limite da toxicidade =

50 - 200 (tempo néo
determinado)
(Lebistes reticulates)
4

Carassius auratus
(24 h)

morte a 250, em 11 h
(Carassius auratus)
1.350 Limite da
toxicidade em 24 h
Gambusia affinis
125 (96 h)*

24 *
22 (96 h)*

530

520

1.000

1.400

Dados indisponiveis
185

Dosagem Letal =
125
Scenedesmus SP
1.450

1-10

0,39

Dados indisponiveis

Dados indisponiveis

28

105
105

Dados indisponiveis

Fonte: CETESB (2011; 2012); Ficha de Informacéo de Seguranga de Produtos Quimicos — Labsynth

teste em organismos aquaticos em geral

Nota 1: * toxicidade em peixes da espécie Lepomis macrochirus em uma exposi¢do de 24 horas

Nota 2: ** limite da toxicidade em algas da espécie Microsystis aeruginosa

Outro ponto relevante relacionado aos impactos dos solventes organicos em

meios aquaticos é a formacdo dos trihalometanos (THMs), mais precisamente
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relacionados a solventes clorados nas aguas superficiais. De acordo com Zarpelon e
Rodrigues (2004), os THMs sao constituidos por um grupo de compostos organicos
derivados do metano (CH4) com a presenca de atomos halégenos, como cloro,
bromo ou iodo. Dentre estes compostos formados, pode-se citar solventes organicos
utilizados em laboratérios, como cloroférmio, dibromoclorometano, entre outros.
Porém, segundo estes mesmos autores devido aos complexos mecanismos de
formacédo do THM, para a ocorréncia destes compostos é necessario a presenca de
cloro livre e de precursores organicos, como o humus, por exemplo, para que ocorra
a reacao de formacgéo. Dentre os THMs formados a partir de rea¢gfes bioquimicas na
presenca de metano, matéria organica e cloro, alguns estudos com roedores
mostram que em algumas dosagens o cloroformio possui, também, efeitos
carcinogénicos (WORLD HEALTH ORGANIZATION - WHO,1994).

Em um estudo sobre a retrospectiva da mortalidade por cancer relacionada a
presenca de THMs na &gua potavel em regides do norte da Italia, desenvolvido por
Vincenti et al. (2004) mostrou que os dois principais compostos presentes na agua
foram o cloroformio e o bromodiclorometano. De acordo com este estudo, a
presenca de um alto teor de cloroférmio na &gua potavel estd associado ao
desenvolvimento de varios tipos de cancer, como no estdmago, pulmao, figado, e
até de mama, em homens e mulheres entre os anos de 1965 e 1999, com um leve
aumento entre os anos de 1987 e 1999.

Como o uso do cloro para limpezas e desinfeccdes em geral sédo de utilidades
padrbes em qualquer lugar, principalmente para cloragcdo da agua, tornando-se,
assim, possiveis a formacdo de THMs em qualquer parte do mundo que utilizam
produtos a base de cloro em larga escala (ZARPELON & RODRIGUEZ, 2004). Um
outro estudo efetuado na regi&io de Kanpur na india (MISHRA; DIXIT; SRIVASTAVA,
2012) também mostrou a presenca de cloroférmio na agua subterranea devido a
formacao de THM. De acordo com as analises, deste estudo, as concentracdes
foram encontradas abaixo do limite estabelecido pela WHO de 300 pg.L?, estando
em uma faixa entre 14 pg.L* a 17 pg.L, como resultados analiticos efetuados entre
Janeiro e Maio de 2009, em amostras com o teor de cloro que encontravam em
torno de 14 mg.L* a 17 mg.L’. Neste mesmo continente, em Taiwan, um estudo
mostrou a relacdo entre a presenca de THMs na &agua potavel com o risco de
cancer. De acordo com os autores do trabalho, os resultados mostraram que um alto

risco de se adquirir cancer, principalmente quando ocorre a formacéo de cloroférmio,
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devido ao seu contato por inalacdo. Outros THMs como diclorobromometano e
clorodibromometano, os riscos de se adquirir a doenca, € por via oral, absor¢céo
dermal, além dos riscos por inalacdo (WANG; DENG,; LIN, 2007).

Com este mesmo enfoque, estudos também mostram a presenca de THMs no
continente norte americano. De acordo com a avaliacdo da presenca destes
compostos em trés sistema de distribuicdo de agua em Quebec no Canada, Saint-
Foy, Lévis e Charlesbourg, mostraram que as concentra¢des variam de acordo com
o teor de cloracdo na agua, temperatura e presenca de plantas aquaticas (TOC —
carbono organico) nos reservatérios (RODRIGUES; SERODES, 2001). Outro estudo
importante sobre a presenca de THMs na agua potavel do Canada, foi desenvolvido
por Rodriguez, Vinette e Bouchard (2002), que relataram a ocorréncia destes
compostos na agua potavel de uso doméstico, comercial e industrial da Grande
Quebec. De acordo com os principais resultados deste estudo, que teve uma
duracdo de 16 meses de coleta de amostras e andlises laboratoriais, notou-se que
as concentracbes de THM na agua mudam sazonalmente, de acordo com as
estacdes do ano, e também com a localizacdo do sistema de distribuicdo, sendo as
concentracdes encontradas nas amostras na faixa de 39 ug.L* a 112,7 pg.L?, com
faixas de cloro para a desinfec¢do da agua, em torno de 2,3 mg.L* a 4,6 mg.L2.

Assim como os estudos na América do Norte, mais precisamente no Canada,
revelaram a presenca de THMs na agua potavel, no Brasil também pode-se destacar
um estudo elaborado por Andreola (et al., 2005) no estado do Parana. Segundo
estes autores, 0 objetivo deste estudo foi de verificar a presenca de THMs em uma
estacdo de tratamento de agua e a relacdo da concentracdo encontrada com a
guantidade de matéria organica ao longo do processo e em dois periodos do ano, o
chuvoso e de estiagem. Os resultados das andlises verificaram que as
concentracbes de THMs no periodo chuvoso foi maior do que a encontrada no
periodo de estiagem estando na faixa de 10 pg.L* a 60 pg.L?, variando de acordo
com os pontos de amostragem. Esta diferenca é devido ao fato de que no periodo
chuvoso a presenca de matéria organica advindo do humus (decomposicdo da
matéria organica vegetal) € maior do que o outro periodo analisado, com a presenca
de uma carga de cloro maior no periodo de estiagem, comparado ao periodo

chuvoso.
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2.2.3 O uso dos solventes organicos em laboratérios de andlises quimicas

De acordo com o manual de quimica experimental elaborado por Chrispino
(1997, p. 7): “Laboratério € um local selecionado que oferece condi¢des para que 0
homem desenvolva uma experimentacdo cientifica para comprovar 0s
conhecimentos expostos teoricamente”. Existem laboratérios com diversas funcbes
na sociedade, e que se encontram nas trés linhas principais de pesquisas cientificas:
exatas, biologicas e humanas. Para Lainha (2003), a sociedade, os laboratorios
exercem a funcdo de buscar respostas e provas cientificas que possibilitem
melhorias para o bem estar da populacdo. Nestes locais séo realizadas
experiéncias, andlises e pesquisas, com 0 objetivo de apresentar resultados de
interesses coletivos ou individuais, assim como de melhorar a qualidade dos
produtos utilizados pela populacéo, além de exames clinicos, avancos tecnoldgicos,
entre outros.

Os laboratérios de andlises quimicas estéo inseridos na linha de pesquisa das
ciéncias exatas e biolégicas. Nestes locais sao efetuadas atividades que exigem a
pratica de reacles, transferéncia de substancias de diversos tipos de produtos,
processos quimicos etc. Estas atividades devem ser desempenhadas com técnicas,
boas praticas e protecdo a salde do operador, para que 0S riscos presentes nestes
processos ndo comprometam a sua integridade fisica e os resultados adquiridos
(SILVA; CARREIRA, 2003; BRASIL, 2008).

Segundo Silva e Carreira (2003), cuja opinidao foi exposta em um curso sobre
gerenciamento de residuos em laboratérios, os residuos gerados pelos laboratérios
sdo subprodutos das andlises, que podem conservar ou potencializar as
caracteristicas dos produtos quimicos que os originaram, podendo assim causar
danos diretos ou indiretos ao solo, agua ou ar. Portanto, o uso de solventes
organicos para a efetivacdo de algumas andlises, assim como a destinacdo dos
residuos gerados por estes produtos, deve ser realizado com técnicas especificas
de seguranca, para que ndo comprometa a salde da equipe laboratorial, e evitando,
ao maximo, riscos potenciais ao meio ambiente, devido a periculosidade e toxicidade
dos compostos dos residuos.

Com relacdo aos estudos sobre os residuos gerados em laboratorios de
andlises fisico-quimicas, considera-se que a geracdo de residuos é um dos
principais aspectos ambientais desta atividade (SILVA; CARREIRA, 2003). Os

subprodutos gerados pela maioria das analises fisico-quimicas, e que sao gerados
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pela diluicdo com solvente organico de algum tipo de amostra, sdo encontrados no
estado fisico liquido, com as mais complexas composi¢cdes quimicas. Estes mesmos
subprodutos, que também podem ser chamados de residuos liquidos de laboratorio,
possuem uma classificacdo de residuos perigosos de classe |, segundo a NBR
10004 (ABNT, 2004a). Além do uso desta norma para a classificacdo dos residuos,
€ importante frisarmos que a mesma é complementada por outras normas que
orientam sobre os procedimentos de amostragens de extratos lixiviados, extratos
solubilizados e de residuos solidos, como a NBR 10005, NBR 10006 e NBR 10007
(ABNT, 2004b, 2004c, 2004d).

De acordo com a NBR 10004 (ABNT, 2004a), a periculosidade de um residuo
esta presente nas suas propriedades fisicas, quimicas ou infecto-contagiosas, o que
oferece riscos a saude publica e/ou ao meio ambiente. Tendo em vista que a
geracdo destes residuos é proveniente de dois tipos principais de produtos que
possuem estas propriedades, ou seja, para mistura de solventes organicos com
amostras de componentes organicos, como 0s agrotoxicos, podemos inferir que
estes compostos mantém as suas caracteristicas ou potencializam 0s seus riscos.
Os residuos que tém como principais componentes solventes organicos podem
apresentar toxicidade, inflamabilidade, reatividade e corrosividade, sendo
classificados, portanto, como residuos perigosos, dependendo das suas
caracteristicas e do estado quimico em gue se encontram. A maioria dos solventes
utilizados em analises fisico-quimicas tem caracteristicas de inflamabilidade e
toxicidade (CHRISPINO, 1994; CETESB, 2003).

De acordo com uma breve pesquisa em sistemas de gerenciamento de
residuos de alguns laboratérios de universidades e empresas do pais, pode-se
constatar que 0s principais solventes organicos utilizados para efetuar analises
fisico-quimicas sdo: acetona, éalcool etilico, alcool isopropilico, &lcool metilico,
benzeno, ciclohexano, cloreto de etila, cloroférmio, diclorometano, éter de petréleo,
fenol, formaldeido, hexano, éter etilico, tetracloreto de carbono, tolueno e xilenos
(CRHISPINO, 1994; PACHECO et al, 2003; MACHADO, 2005; BIOAGRI
LABORATORIOS, 2005; UNIVERSIDADE DE SAO PAULO, 1996; UNIVERSIDADE
ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”, 2002; UNIVERSIDADE
ESTADUAL DE CAMPINAS, 2005). Segundo Pohanish e Greene (1997), em um
estudo sobre a periculosidade dos solventes para a saude humana e meio ambiente,

muitos solventes orgéanicos sdo derivados de petroleo e podem dissolver outros
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derivados organicos, tais como Oleos, gorduras, plasticos e resinas. Para Braga
(2002), a propriedade de dissolver outros compostos organicos também se encontra
nas amostras a serem analisadas, que se apresentam com um nivel maior de
toxicidade e, consequentemente, potencializam a periculosidades dos solventes.
Como exemplo, podemos citar os agroquimicos da familia dos organoclorados e
organofosforados, que ainda sdo bastante utilizados nas lavouras brasileiras,
gerando contaminacgdes constantes em canais fluviais, lencois freaticos, solos e ar.

Ao final de cada processo de analise laboratorial, envolvendo o uso de
solugdes contendo, por exemplo, solventes orgéanicos, acidos, bases, sais e
substancias-teste com caracteristicas organicas, forma-se um composto de residuo
especifico, e de dificil identificacdo, devido a variedade no uso das concentracdes
das solucbes dos compostos usados, e na diversidade de moléculas analisadas.
Portanto, considera-se que o0s residuos gerados em laboratérios sdo de
caracteristicas complexas, porém gerados em baixa escala. Gerbase (2005), em seu
artigo sobre gerenciamento de residuos de laboratorio, afirma que estes residuos
diferenciam-se dos gerados em unidades industriais devido a esta diversidade na
sua composigao.

Na Tabela 6 pode-se observar as descricbes resumidas da toxicidade de
alguns solventes utilizados em laboratorios, e também os que foram utilizados como

objeto de estudo desta pesquisa.
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Tabela 6 - Relacdo de riscos dos principais solventes e substancias organicas
utilizadas em analises fisico-quimicas

Substancia . R . : . .
g Riscos a Saude Humana Riscos ao Meio Ambiente
Quimica
O seu vapor é irritante para ~ ,
: Os vapores sdo mais pesados
. os olhos, nariz e garganta,
Acetonitrila que o ar e podem se deslocar

Alcool Isopropilico

Alcool Etilico

Alcool Metilico

Benzeno

Ciclohexano

se inalado causa
dificuldade respiratoria.
Exposi¢éo por curto tempo:
irritante moderado para as
membranas mucosas, pele
e olhos; Exposicao
prolongada: ressecamento
da pele, deformacdes no
feto e cancer.

Na forma  desidratada
causa irritacdo no nariz e
olhos; Em contato mais
prolongado causa irritagdes
gastrintestinais, dores de
cabeca, problemas no
figado, deformacbes no
feto e cancer.

Rapidamente absorvido
causando dores de cabeca,
confusoes, caimbras,
tonturas; toxico moderado
se inalado; causa cegueira
e morte se ingerido.

Em altas dosagens ou
exposicdo  por  longos
periodos pode causar
depressao das funcdes da
medula 6ssea, hemorragia,

depressdao do sistema
nervoso central;
teratogénico e

cancerigeno.
Em altas dosagens ou

exposicdo  por longos
periodos pode causar
irritacdo da pele e das
mucosas, depressao,

excitabilidade e convulsdes

por grandes distancias.

Vapores explosivos e liquido

inflamavel; ataca plasticos e
borracha.
Vapores inflamaveis e

explosivos a altas temperaturas;
Perigoso a vida aquéatica em
altas concentracoes.

Gases venenosos gerados em
sua queima; Vapores
inflamaveis e explosivos a altas
temperaturas.

Os vapores sdo mais pesados
gue o ar e podem se deslocar a
uma consideravel distancia.

O vapor pode explodir, se a
ignicao for em areas fechadas.
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Substancia
Quimica

Riscos a Saude Humana

Riscos ao Meio Ambiente

Eter de petroleo

Tolueno

Xileno

Irritante para a pele, olhos,
nariz, garganta e pulmoes;

perigoso ao sistema
nervoso central; efeito
narcotico; causa
gueimaduras na pele; pode
causar doencgas no
coragao.

Exposicao aguda:
depressdo no  sistema
nervoso central, irritante
para o0s olhos, nariz,
garganta e trato
respiratorio.

Exposicao prolongada:
ressecamento e rachadura
da pele; possiveis
problemas crbnicos no
figado; hemorragia;

alteracdes genéticas.

Irritante para olhos, nariz e
garganta; na inalacdo de
pequenas amostras pode
causar problemas
respiratorios; na absorcao
da pele em altas
concentracdes pode causar
sonoléncias, nauseas,
vOmitos e dores
abdominais; Problemas no
figado e rins; Pode causar
alteracdes no ciclo
menstrual, riscos de ataque
cardiaco e deformacdes no
feto.

Altamente volatil; liquido
altamente inflamavel, 0s
vapores podem causar ignicao
instantanea.

Poluente prioritario; Altamente
volétil; Vapores podem entrar
em ignicdo; Gases venenosos
com a sua queima; Toxicidade
aguda para peixes em
ambientes aquaticos.

Liquido altamente volatil,
inflaméavel e instavel em altas
temperaturas; A sua queima
gera gases e vapores toxicos;
prejudicial a vida aquética em
baixas concentracoes.
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Substancia
Quimica

Riscos a Saude Humana

Riscos a Saude Humana

Acetona

Cloroférmio

Eter etilico

Fenol

Formaldeido

Em altas concentragbes
pode causar problemas
cronicos nos olhos, nariz e
irritacdo na garganta. Em
inalacdo prolongada pode
causar dores de cabeca,
tonturas, fraqueza e
problemas no sistema
nervoso central; Em
exposicao prolongada pode
causar  problemas no
figado, rins, cérebro e
sistema nervoso central.
Em altas dosagens ou
exposicdo  por longos
periodos pode causar
depressao respiratoria e do
miocérdio, parada
cardiaca, leséo hepatica; E
presumivelmente
cancerigeno.

Em altas dosagens ou
exposicdo  por longos
periodos pode causar
Irritacdo na pele e nas
mucosas, parada
respiratoria.

Em altas dosagens ou
exposicdo  por longos
periodos pode causar
corrosdo na pele, oliguria,
hematuria, albumindria,
vomitos, alucinacoes,
delirios, cefaléias e
convulsdes crbnicas.

Em altas dosagens ou
exposicdo  por longos
periodos pode causar
dermatite, irritacao
bronquibnica, conjuntivite;
E presumivelmente
cancerigeno.

Odor caracteristico; Liquido
incolor e inflamavel; vapores
podem causar explosfes em
areas enclausuradas; perigoso
a vida aquatica em altas
concentragoes.

Decompde produzindo gases
toxicos.

Os vapores sdo mais pesados
gue o ar e podem se deslocar a
uma consideravel distancia.

Libera vapores inflamaveis
guando aquecido, que podem
formar misturas explosivas com
o ar.

Produz vapores toxicos.
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Substéancia . R . . R .
. Riscos a Saude Humana | Riscos a Saude Humana
Quimica
Em altas dosagens ou
exposicao or longos
PosI¢ b 9 Forma gases venenosos de
periodos pode causar o .
. . fosgénio (cloreto de carbonila)
Tetracloreto de danos no figado e nos rins,
D A o gquando exposto a chama
carbono disturbios visuais e delirios,

o aberta.
coma, oligaria, tosse. E

presumivelmente
cancerigeno.
Irritante para os olhos, Produz gases venenosos. A
nariz e garganta. Se decomposicdo dos produtos
inalado pode causar gerados no fogo pode produzir
nausea e tonturas. substancias toxicas.

Irritante para o nariz e
Hexano garganta. Se inalado pode

causar nausea e tonturas.

Diclorometano

O vapor pode explodir, se a
ignicdo for em é&rea fechada.

Fonte: Pohanish e Greene (1997, p. 35-37); Chrispino (1994, p. 46-51); Ficha de Seguranca
(CETESB, 2011; CETESB, 2012)

Devido a esta complexidade dos compostos dos residuos liquidos de
laboratorios, e da variabilidade continua desta composicao, dificilmente se pode
estabelecer uma dosagem minima padrdo das concentracfes permitidas para o
lancamento in natura em corpos de agua. Portanto, para avaliar qual o nivel de
toxicidade das composi¢cdes oriundas das andlises de laboratérios contendo
solventes organicos e demais moléculas, é necessario obter um conhecimento
prévio dos principais produtos que originaram, ou que fazem parte em maior
concentracdo destes residuos. Isto € possivel através de dados informados,
geralmente, pelo fornecedor dos produtos, ou presentes nas fichas de seguranca
dos produtos. Porém muitas das informacgdes, principalmente relativas a toxicidade
dos produtos, séo relacionados aos testes com organismos tipicos da regido de
origem do produto, tendo em vista que a maioria dos solventes organicos, desta

pesquisa, sdo importados.
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2.3 Anélises comparativas sobre paradmetros e normas nacionais e
internacionais que estabelecem limites de contaminagdo para aguas
superficiais e subterraneas
De acordo com as fontes nacionais e internacionais, pode-se ter como

referéncia os principais 0rgdos e instituicbes que estabelecem parametros de

referéncia. Estes valores servem para se estabelecer um comparativo com oS
resultados deste trabalho.

A necessidade da definicdo destes parametros se deve ao fato de que a
maior exposi¢cdo humana a estes fatores leva a problemas de saude em funcédo da
ingestdo e consumo de agua ou alimentos contaminados por residuos nos solos,
agua superficial ou subterranea (CANTER, 1996). No Brasil, o Ministério do Meio
Ambiente, através do seu oOrgdo regulamentador, o Conselho Nacional do Meio
Ambiente (CONAMA), estabeleceu os parametros de concentracdes aceitaveis para
descarga de efluentes em corpos de agua, de acordo com as classes de
contaminantes, pela Resolucdo CONAMA n. 430 de 13 de maio de 2011, que
substituiu a resolucdo CONAMA n. 357, de 17 de marco de 2005. No artigo 16 desta
resolucado séao definidos os efluentes que podem ser lancados de forma direta ao
serem escoados diretamente para algum receptor de corpos de agua, a exemplo de
rios, lagos, mares etc., ou indiretamente, quando antes de escoarem para um corpo
de &gua atingem outro meio, como o0 solo (BRASIL, 2005, 2011). Na Tabela 54
pode-se observar as classes de contaminantes, e 0s parametros limites para
descarga dos efluentes, de acordo com esta resolucéo. De forma geral, a andlise da
Tabela 6 demonstra que esta resolucdo ndo oferece parametros suficientes para
estabelecer um comparativo referente aos componentes presentes em muitos
efluentes industriais, assim como os presentes nos residuos de laboratorios, assim
como para as proprias amostras de solventes desta pesquisa. Segundo Goldstein
(1988) a existéncia de grande quantidade de substancias que sdo langadas no meio
ambiente pelas industrias faz-se necessario o estabelecimento de padrbes de
referéncia de um numero maior de substancias para um controle mais efetivo da
poluicdo das aguas.

Verifica-se que a listagem presente nesta Resolucédo possui somente as classes
de compostos resultantes da mistura de substancias presentes em efluentes
provenientes de processos industriais. Quando determinados efluentes apresentam

cargas de poluentes ndo reativas, como por exemplo, compostos organicos
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sintéticos ou solventes organicos, também conhecidos como Compostos Organicos
Voléateis (VOCs), como alcodis ou acetonas, esta resolu¢cdo nao possui valores de
referéncia, como € o caso da maioria dos residuos liquidos ou subprodutos gerados
em laboratorios.

Tabela 7 - Parametros de aceitacdo para lancamento de efluentes em corpos de

agua
LANCAMENTO DE EFLUENTES
PARAMETROS INORGANICOS VALORES (mg.L?)
Arsénio 0,5
Bario 5,0
Boro 5,0
Cadmio 0,2
Chumbo 0,5
Cianeto 1,0
Cianeto 0,2
Cobre 1,0
Cromo hexavalente 0,1
Cromo trivalente 1,0
Estanho 4,0
Ferro 15,0
Fluoreto 10,0
Manganés 1,0
Mercurio 0,01
Niquel 2,0
Nitrogénio amoniacal 20,0
Prata total 0,1
Selénio total 0,3
Sulfeto 1,0
Zinco total 5,0
Benzeno 1,2
Cloroférmio 1,0
Dicloroeteno 1,0
Estireno 0,07
Etilbenzeno 0,84
fendis totais 0,5
Tetracloreto de carbono 1,0
Tricloroeteno 1,0
Tolueno 1,2
Xileno 1,6

Fonte: CONAMA 430/11 (BRASIL, 2011)

Pela interpretacao desta resolucdo, entende-se que compostos que possuem
moléculas que ndo sdo parametrizadas nesta listagem, ndo podem ser escoados
para corpos hidricos de aguas superficiais (BRASIL, 2011). Desta forma, entende-se

qgue alguns solventes organicos de menor toxicidade, como etanol, acetona, e até



42

mesmo 0 metanol, se comparado as moléculas organicas presentes nesta
resolucéo, a restricdo referente ao seu escoamento, como efluentes para aguas
superficiais, € maior do que as préprias moléculas presentes nesta Tabela, por nédo
ser permitida a presenca de moléculas em efluentes quando ndo sao citadas nos
valores de referéncia desta resolugéo, independentemente de sua concentracao.
Além deste fato, para as empresas que desejam verificar o grau de toxicidade dos
seus compostos, ou qual tratamento devera ser aplicado, torna-se necessaria tomar
como referéncia parametros internacionais, como 0s presentes nas normas da
Environmental Protection Agency (EPA) ou da Unido Europeia (UE). desde que
aceitos e aprovados pelos 6rgaos reguladores nacionais.

Porém, para casos especificos, de acordo com o art. 6 e art. 18 da Resolucao
430 do CONAMA, ¢é possivel estabelecer uma concentragdo maxima de
escoamento, desde que seja desenvolvido uma analise técnica junto ao 6rgao
ambiental competente, mediante a um estudo ambiental adequado com a garantia
de que o efluente ndo possua efeitos toxicos ao corpo receptor. Para se seguir este
caminho € necessario levar em consideracdo os critérios de ecotoxicidade
estabelecido por este 6rgdo, por meio de resultados de ensaios ecotoxicologicos
realizados em organismos de pelo menos dois niveis tréficos, e com a apresentacao
do célculo da Concentracao do Efluente no Corpo Receptor (CECR), os métodos de
ensaio, e a frequéncia do monitoramento (BRASIL, 2011).

Diante do observado, considera-se que as Tabelas que padronizam o0s
valores orientadores estabelecidos por 6rgdo ambientais das respectivas Unidades
da Federacdo (UFs), que no caso do Estado de S&o Paulo é representado pela
CETESB, nao servem como base para se comparar as concentragdes maximas que
podem ser escoadas quando os residuos liquidos de laboratério contenham
compostos presentes nestas listas, e que fazem parte do objeto desta pesquisa, ou
até mesmo outros compostos que nado sdo contemplados nas listagens nacionais, e
gue também fazem partes das amostras nos ensaios realizados neste trabalho,
como sao os casos do metanol e acetonitrila. Desta forma, por falta de referéncia de
parametros, e pelo fato de que os residuos liquidos, quando nédo séo coletados
dentro de um sistema de gerenciamento de residuos adequado para laboratorio, e
0s mesmos sdo descartados diretamente nos sistemas de esgoto, estes descartes
sdo escoados para aguas superficiais, mesmo quando 0s municipios ndo possuem

sistema de tratamento de esgoto. A dificuldade ainda aumenta, pelo fato de que as
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listagens que limitam o escoamento dos efluentes para corpos hidricos, possui uma
quantidade de parametros menor do que os valores orientadores de descarga em
solo e aguas subterraneas. Como modo de exemplificar a caréncia de parametros
para moléculas orgéanicas nas listagens nacionais, tanto quanto para escoamentos
superficiais para corpos hidricos, como para infiltragdes no solo e 4gua, a Tabela 54
mostra um comparativo entre as listagens do CONAMA, da CETESB e da EPA.

Na Tabela 7 verifica que 0s solventes organicos presentes nos ensaios deste
trabalho, de forma geral, somente os clorados ou halogenados estdo presentes nas
listagens brasileiras, sendo o cloroférmio como referéncia para verificacdo dos
limites de concentragdo para a disposi¢cdo nos corpos hidricos. Com relacdo aos
solventes ndo halogenados, que nesta Tabela sdo representados pelo metanol e
acetonitrila, ndo existem referéncias nacionais de valores maximos para as
concentracbes presentes em efluentes ou residuos liquidos, sendo necessario,
nestes casos, a elaboracdo de estudos incluindo ensaios ecotoxicolégicos com aval
dos 6rgdos ambientais reguladores, como foi demonstrado alguns exemplos de
ensaios por teste trabalho. Assim, tomando como base algumas demandas aqui
levantadas, e 0 avanco das pesquisas, inovacdes, e com isso, 0 uso de cada vez
mais produtos a base de solventes que pelos quais ndo possuem referéncia de
escoamento, evoca-se a necessidade de se estabelecer modelos aceitos
cientificamente e padronizados para o desenvolvimento de estudos para se
estabelecer concentracdes seguras de disposicao destes compostos, de forma que
minimize 0s impactos dos mesmos nos ecossistemas envolvidos. Esta proposta
segue uma tendéncia global de adocédo de listas orientadoras com valores de
referéncia para acbes de monitoramento da qualidade ambiental, e avaliacbes de
risco referentes aos produtos quimicos e seus compostos, que ndo possuem base

nos parametros das legislacdes nacionais (CETESB, 2001).
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2.4 Os estudos ecotoxicolégicos como indicadores de contaminantes em
ambientes aquaticos

O uso dos testes ecotoxicologicos como indicadores de ambientes
contaminados contribuem para a observacdo dos efeitos adversos causados por
contaminantes antropicos nos ecossistemas aquaticos. Estes testes representam um
cenario de organismos tipicos destes ecossistemas alinhados com um potencial
efeito toxico causado por poluentes (PLAA, 1982 apud ZAGATTO; BERTOLETTI,
2006). Portanto, segundo estes mesmo autores, a ecotoxicologia possui a funcéo de
avaliar os impactos adversos dos contaminantes em um determinado habitat ou
ecossistema.

No entanto para poder mensurar os efeitos adversos causados por poluentes
em um determinado ambiente, sdo realizados ensaios ecotoxicologicos especificos,
determinados por normas técnicas ou referéncias aceitas pelo meio cientifico
nacional ou internacional. De uma forma geral estes ensaios caracterizam-se pela
exposicao de organismos tipicos dos ambientes a serem pesquisados com varias
concentracfes de amostras da substancia estudada, e por um determinado periodo
de tempo do ciclo de vida do organismo testado (MAGALHAES & FERRAO FILHO,
2008).

De acordo com Aragdo e Araujo (2006, p.118) os ensaios de toxicidade

servem, principalmente, para:

- determinar a toxicidade de agentes quimicos, efluentes liquidos, lixiviados
de residuos solidos, dentre outros;

- estabelecer critérios e padrdes de qualidade das aguas;

- estabelecer limites maximos de langcamentos de efluentes liquidos em
corpos hidricos

- avaliar a necessidade de tratamento de efluentes liquidos quanto as
exigéncias de controle ambiental,

- avaliar a qualidade das aguas;

- avaliar a toxicidade relativa de diferentes substancias;

- avaliar a sensibilidade relativa de organismos aquaticos;

- subsidiar programa de monitoramento ambiental;

- estimar os impactos provocados em acidentes ambientais.

Dentre os varios tipos de testes realizados em laboratérios, o mais comum e
de maior representatividade sdo ensaios de efeitos letais de toxicidade aguda. Este
teste mostra qual a concentragdo da amostra possui 0 potencial de causar a
mortalidade nos organismos testados (FONSECA, 1991). No Brasil, estes testes
estdo sendo empregados para o monitoramento de efluentes industriais, com o

objetivo de verificar o teor do impacto ambiental de determinados ramos industriais
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(MAGALHAES; FERRAO FILHO, 2008). Outro tipo de utilizacdo deste ensaio é para
a certificacdo de produtos quimicos, como agrotoxicos, para a comercializacdo no
Brasil (INSTITUTO BRASILEIRO DO MEIO AMBIENTE E DOS RECURSOS
NATURAIS RENOVAVEIS, 1996).

Além dos ensaios de efeitos letais, a ecotoxicologia possui, também, como
instrumento de medig&o, os ensaios de efeitos subletais ou cronicos. Estes ensaios
consistem em determinar se o0 poluente causa algum tipo de disturbio fisiolégico ou
comportamental a longo prazo, sendo assim, a avaliacdo de efeitos adversos menos
severos. Estes efeitos adversos podem ser observados, por exemplo, no
crescimento, ou na reproducdo do organismo (ARAGAO; ARAUJO, 2006).

Porém, inserido a estes conceitos, para a comprovacdo toxica de uma
determinada substancia através dos estudos ecotoxicolégicos, € necessario a
selecdo dos organismos conforme a sua representatividade em determinado meio.
De acordo com Jeffrey (1987 apud LAMEIRA, 2012), os organismos somente podem

ser definidos de acordo com a sua resposta as questdes, ou alteracbes ambientais.

2.4.1 Organismos-teste dos ensaios

Muitos organismos podem ser testados em sistemas de laboratérios para
obtencdo dos potenciais toxicoldégicos dos poluentes, porém no Brasil, as
orientacbes para a escolha destes organismos sdo determinadas por normas
especificas, ou no caso do estado de Sao Paulo, determinados por normas ou
publicacbes como a da Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental -
CETESB. De acordo com o guia técnico sobre produtos quimicos da CETESB
(CETESB, 2008) o critério mais utilizado € a escolha de organismos representantes
de diferentes niveis tréficos. O Quadro 1 mostra 0s principais organismos

determinados pela CETESB para o desenvolvimento dos estudos ecotoxicoldgicos.

Algas Scenedesmus quadricauda

Chlorella pyrenoidosa

Microcystis aeruginosa

Micro-crustaceos Daphnia pulex

D. magna

Crustaceos Camarado: Gammarus lacustris (dgua
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continental); Crangon (agua
marinha); Palaemonetes (agua

marinha)

Moluscos Mexilh&o: Mytilus edulis

Ostra: Crassostrea virginica

Peixes (aguas continentais) Gambusia affinis

Carassius auratus

Pimephales promelas

Lebistes reticulatus (“Guppy”)
Lepomis macrochirus (“Bluegill”)

Poecilia reticulata (“Guppy”)

Peixes (aguas marinhas) Menidia beryllina

Quadro 1 — Lista de organismos para avaliacdo dos efeitos toxicos das substancias
no meio aquético (CETESB, 2014)

Apesar das orientacdes da CETESB com relacdo a escolha dos organismos-
teste para os ensaios ecotoxicoldgicos, normalmente os ensaios sdo conduzidos de
acordo com uma norma de referéncia vigente. Para cada tipo de teste, sendo agudo
ou cronico, os organismos séo selecionados se acordo com o determinado nestas
normas de referéncia. No Brasil, a Associacdo Brasileira de Normas Técnicas —
ABNT, é a entidade de classe que publica as normas de referéncias utilizadas nos
laboratorios (ABNT, 2014).

De acordo, com Domingues e Bertoletti (2006), a selecdo das espécies deve
seguir alguns principios basicos como a sensibilidade, possibilidade de manutencéo
para cultivo em laboratorio, acessibilidade, entre outros. Portanto, alguns animais de
pequeno porte, de ciclo de vida curto, sdo altamente recomendaveis, como 0s
clad6ceros, Daphnia ou Ceriodaphnia, assim como algumas espécies de peixes,
como o D. rerio e o Pimephales promelas. Segundo estes mesmos autores, outro
critério importante é a disponibilidade de organismos para testes em qualquer
periodo do ano, como € o caso das espécies citadas, sendo de grande utilizacdo nos
estudos ecotoxicoldgicos convencionais.

Os organismos da familia Daphnidae e da ordem das Cladoceras sao
representadas, por exemplo, pelas espécies D. similis e C. dubia, amplamente
utilizadas em testes ecotoxicolégicos agudos e crénicos. De acordo com Aragao et

al. (2003), a CETESB adotou como organismos padrao a D. similis para os ensaios
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agudos de ecotoxicidade, para a determinacao da concentragao efetiva 50 — CEso
em efluentes.

Diante do observado com relacdo aos organismos testes, as espécies do
género Daphnia, ou pulgas d"agua, possuem a principal funcdo de alimentos de
peixes. Para cultivo em laboratério, e pela sua maior disponibilidade e poder de
adaptacdo em outros ambientes, as espécies mais utilizadas sdo a D. simlis e D.
magna, as quais ndo sao tipicas do Brasil. Outra questdo importante na escolha dos
dafinideos em testes de toxicidade, é a sua representatividade nas respostas das
alteracbes do seu ecossistema através de um agente externo, devido a sua alta
sensibilidade em seu habitat (DOMINGUES; BERTOLETTI, 2006).

A D. similis € uma espécie planctbnica e filtradora. A sua presenca em aguas
continentais brasileiras € ocasional, porém representa 0s ecossistemas aquaticos de
clima tropical. Outra espécie bastante utilizada em ensaios ecotoxicologicos é a C.
dubia, que tem como principal caracteristica ser cosmopolita, por ser encontrada em
todos os tipos de &guas continentais (LAMEIRA, 2012 apud JACONETTI, 2005;
ARMENGOL, 1978; HETERS & BERNADI, 1987).

Fonte:http://www.acquaconsulting.com.br/
servicos/laboratorio/ensaios-de-toxicidade/
Figura 3 - Daphnia similis
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Fonte:http://www.geochembio.com/
biology/organisms/daphnia/

Figura 4 - Daphnia magna

Fonte:http://mblaguaculture.com/content/
organisms/daphnids.php
Figura 5 — C. dubia

Outra espécie amplamente utilizada nos ensaios ecotoxicolégicos, e que
também segue os critérios de representatividade e de facil cultivo e reprodugéo em
laboratorio, € o peixe da espécie D. rerio também conhecido como paulistinha ou
peixe-zebra. Este oviparo pode chegar no maximo 4,5 cm de comprimento e com
habitats em aguas doces de clima tropical, onde os ovos sédo depositados em um
curto espaco de tempo e no periodo da manha (DOMINGUES; BERTOLETTI, 2006).
De acordo com as normas da ABNT 15088 (2011) e ABNT 15499 (2007), esta
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espécie pode ser utilizada em estudos agudos, assim como as suas larvas podem
ser utilizadas em estudos crbnicos. De acordo com Silveira, Shneider e Hammes
(2012), além da sua utilizacdo em estudos ecotoxicoldgicos, estes peixes também
podem ser utilizados em pesquisas biomédicas, por possuirem uma excelente
homologia aos vertebrados comumente utilizados, e pelo fato de possuirem
facilidade na sua manutencdo, podem, também, ser aplicados em estudos
comportamentais de toxicidade, genéticos, e inclusive ajudar na descoberta de

diversas doencas humanas.

Fonte: http://www.noldus.com/animal-

behavior-research/solutions/zebrafish
Figura 6 — D. rerio


http://www.noldus.com/animal-

50
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3 OBJETIVO GERAL
Determinar a toxicidade dos solventes metanol, acetonitrila, cloroférmio e
diclorometano, e suas misturas, referente aos resultados comparativos dos ensaios

agudos e crdénicos em microcrustaceos e peixes.
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4 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar a Concentracdo Efetiva 50 (CEso) do agente toxico que causa
efeito agudo (imobilidade) em D. similis no periodo de 48 horas, utilizando como
tratamentos acetonitrila, metanol, cloroféormio e diclorometano e suas misturas.

- Determinar a Concentracdo Efetiva 50 (CEso) do agente toxico que causa
efeito agudo (imobilidade) em D. magna no periodo de 48 horas, utilizando como
tratamentos acetonitrila, metanol, cloroféormio e diclorometano e suas misturas.

- Determinar a Concentracdo Efetiva 50 (CEso) do agente toxico que causa
efeito crénico (imobilidade) em C. dubia no periodo de 168 horas, utilizando como
tratamentos acetonitrila, metanol, cloroférmio e diclorometano e suas misturas.

- Determinar a Concentracdo Letal 50 (CLso) do agente tOXico que causa
efeito agudo (morte) em D. rerio em um periodo de 96 horas de exposi¢ao, utilizando
como tratamentos acetonitrila, metanol, cloroférmio e diclorometano e suas misturas.

- Determinar a Concentragdo Letal 50 (CLsp) do agente téxico que causa
efeito croénico (morte) em D. rerio em um periodo de 168 horas de exposicao,
utilizando como tratamentos acetonitrila, metanol, cloroférmio e diclorometano e

suas misturas.
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5 MATERIAIS E METODOS

Para o desenvolvimento das analises laboratoriais desta pesquisa foram
utilizados quatro tipos de solventes organicos em meio aquoso como substancia
teste: acetonitrila, metanol, diclorometano e cloroférmio. Estes compostos foram
analisados em diferentes concentragcdes e misturados de acordo com as formas de
geracdo relacionada aos processos analiticos. Estas concentracdes foram
determinadas através de testes preliminares das avaliacdes de toxicidade aguda e
cronica em D. rerio, D.similis, D.magna e C. dubia, seguindo as seguintes misturas:

- Acetonitrila e metanol (50/50)

- Diclorometano e cloroférmio (50/50);

- Acetonitrila, metanol, diclorometano e cloroformio (25/25/25/25);

No Quadro 2 estdo as informacdes referentes a certificacdo da qualidade
destes produtos retirados dos certificados de qualidade de cada produto (TEDIA,
2012a, 2012b, 2012c; MERCK, 2011).
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Substancia -
o Lote/ Formula
teste/ Certificado N° CAS . Marca
~ Validade Molecular
Concentracéo
I
Acetonitrila/ 1202016R/ . —
99.99% AS1122 75-05-8 21/02/2017 Tedia H (|3 C=N
H
i
1202080R/ .
0, _56- —_—
Metanol/ 99,95% MS1922 67-56-1 15/02/2017 Tedia H (i') OH
H
(IDI
Diclorometano/ 1202501R/ .
99.99% DA1431 75092 | Jeioo014 Tedia .rC:\
Cl* = H
H
Cloroférmio/ 1.02445.100 K43006245/ |
99,2% 0 67-66-3 | 311212014 | Merck Cl /C{“CI
Dicromato de 7778-50- K40417764/
Potassio/ 100% 9 30/00/2014 | Merck K2 Cr2 07

Quadro 2 — Lista de informacdes dos solventes
Fonte: Tedia (2012a, 2012b, 2012c) e Merck (2011))

Cabe lembrar, que ao todo foram efetuados 35 ensaios, com 7 tipos de amostras
diferentes em 5 espécies de organismos tipicos de agua doce superficial. Mesmos ja
tendo efetuadas as andlises dos ensaios individualmente, assim como o0s
comparativos entre os ensaios, considera-se de suma importancia esbocar uma
analise comparativa geral com objetivo de explanar o efeito toxicolégico de cada

espécie frente as amostras testadas e suas peculiaridades.

5.1 Determinagdo da CEso dos solventes acetonitrila, metanol, cloroférmio,
diclorometano e suas misturas utilizando microcrustaceos
Os ensaios de toxicidade aguda para os organismos D. similis e D. magna
referéncia ABNT NBR 12713,
Ecotoxicologia aquatica — Toxicidade aguda — Método de ensaio com Daphnia ssp
(ABNT, 2004b),

foram conduzidos conforme a norma de

e tendo como base estrutural de qualidade da conducéo dos
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ensaios os Principios das Boas Préticas de Laboratério (BPL) da Norma NIT-DICLA-
035-Jul/2009, Rev. 01 (INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA, 2009).

O teste de toxicidade crénica tem como principio a exposi¢cdo de C. dubia
jovens a diferentes concentracdes das amostras, em condi¢cdes padronizadas no
método padrado utilizado. Portanto, o procedimento aplicado para a conducéo destes
testes permitem determinar, no final do periodo de exposicdo de 7 dias, 0 numero
médio de jovens produzidos por fémea e o numero de fémeas adultas
sobreviventes. Com estes dados, calcula-se o valor de CENO (Concentracdo de
Efeitos Nado Observados), CEO (Concentragéo de Efeitos Observados) e VC (Valor
Cronico).

Todos as etapas destes ensaios foram conduzidas de acordo com a norma de
referéncia ABNT NBR 13373, Ecotoxicologia aquatica — Toxicidade crbénica —
Método de ensaio com Ceriodaphnia ssp (Crustacea, Cladocera), seguindo 0s
mesmos 0s Principios de Boas Praticas de Laboratério (BPL) (INMETRO, 2009;
ABNT, 2005).

Dentro dos padrbes de qualidade estabelecidos pelos principios de Boas
Praticas de Laboratorios aplicadas a todos os ensaios efetuados nesta pesquisa, 0s
solventes utilizados como substancias teste possuem caracteristicas que
comprovam a sua qualidade para sua utilizacdo nos ensaios (INMETRO, 2009).
Baseando-se deste mesmo principio, a substancia de referéncia, dicromato de
potassio, que compde as cartas de controle para a comprova¢do da garantida da
qualidade dos procedimentos aplicados nestes ensaios, também seguem estes
mesmos padrdes de qualidade.

Com relacéo aos reagentes utilizados para o preparo dos meios utilizados nos
ensaios, foi utilizada a metodologia conforme a ABNT NBR 12713 (2004e€). Para os
ensaios com D. magna séo utilizados o Meio M4 (agua de cultivo de D. magna) e para
0s ensaios com D. similis utilizados o meio MS (agua de cultivo de D. similis).

Com relacdo a obtencao dos resultados, os valores da CEso 24 e 48 horas dos
organismos expostos com o0s solventes e substancias de referéncia, foram
determinados através do método estatistico Trimmed Spearman- Karber (MONTANA
STATE UNIVERSITY, 1977).
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5.1.1 Cultura Estoque / Agua de Manutencéo Teste

Inicialmente, antes de se determinar as condi¢cbes de cultivo e manutencéo dos
organismos teste dos ensaios de toxicidade aguda, foi necessaria a aquisicdo dos
exemplares dos microcrustaceos. Para esta aquisicdo foram avaliados os locais
com garantia e certificacdo da qualidade das espécies, sendo, desta forma, obtidos
na Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental de Sao Paulo (CETESB).
Os organismos testados de Ceriodaphnia ssp foram obtidos da Carolina Biological
Supply Company - Burlington, Carolina do Norte (EUA), e mantido em cultura em
condicdes especificas.

ApoOs estas aquisicdes, as culturas estoque de D. similis e D. magna foram
mantidas em condic@es ideais para o cultivo e reproducdo, para o inicio e durante a
conducédo dos ensaios. As salas de culturas foram climatizadas com temperaturas
controladas de 20 + 2°C, e ambientalizadas com luminosidade com um fotoperiodo
de 16 horas de luz e 8 horas de escuro, com intensidade luminosa de 1000 + 20%
lux.

A alimentacao das culturas foi efetuada diariamente com suspenséo algacea

conforme descrito abaixo:

- D. SIMIlIS..cccoviiiiiiiiiiiiiiiiiie 5 x 108 células/mL por organismo
por dia (0,5 mL da suspensédo
algacea de 107).

- D. MagNa......ceuuiiiiiieiiiiiii e 107 células/mL por organismo por
dia (1 mL da suspensado algacea
de 107).

A renovacdo dos meios foi efetuada com uma periodicidade de duas vezes
por semana, durante o periodo da conducao dos testes.

Além de garantir as condi¢cfes ideais para a manutencdo das culturas, de
acordo com Pennak (1989), é necessario que as culturas permanecam em
condicdes morfologicas também ideais. Portanto, os organismos utilizados
apresentavam as seguintes caracteristicas, apresentando uma idade de 6 a 24

horas:
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e Daphnia similis: Comprimento de at¢é 3 mm e margem do pds-abddémen
nao sinuosa.

e Daphnia magna: Comprimento de até 5 mm e margem do pés-abdémen
sinuosa

Com relacdo as condicbes da agua utilizada nos testes preliminares e

definitivos, foram mantidas as seguintes condi¢des durante o periodo dos ensaios:

a. Condic¢des — faixas dos preliminares e definitivos para D. similis
Meio MS

pH: 7,4

Dureza: 42 mg.L* CaCOs

Oxigénio dissolvido: aprox. 8,0 mg.L?

Temperatura: 20,8°C

Condutividade: 422 uS.cm

b. Condi¢cBes — faixas dos preliminares e definitivos para D. magna
Meio M4

pH: 7,0

Dureza: 217,3 mg.Lt CaCOs

Oxigénio dissolvido: aprox. 8,0 mg.L*

Temperatura: 20,9°C

Condutividade: 437 uS.cm?

c. Condicdes — faixas dos preliminares e definitivos para C. dubia
Meio MS

pH: 7,5a8,5

Dureza: 40 a 48 mg.L* CaCOs

Oxigénio dissolvido: aprox. 8,0 mg.L?

Temperatura: aprox. 25°C

Para obtenc&do dos organismos de C. dubia, conforme a norma de referéncia,
ou seja, com idade de 6 a 24 horas, vinte e quatro horas antes do inicio dos ensaios,

foram retirados dos vasos, contendo fémeas ovadas, todos 0s organismos jovens
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desta idade. Apos este processo as fémeas foram alimentadas com a suspenséo
algacea, de forma que cada organismo disponha de aproximadamente 3 x 10°
células. No dia seguinte foram retirados todos os jovens nascidos neste periodo
(ABNT, 2010).

Durante a conducao dos testes as culturas foram mantidas em recipientes de
vidro com capacidade para 2,5 L, com aproximadamente 2,0 L de meio M4 para
D.magna e meio MS para D. similis e C.dubia.

Para os calculos do CENO, CEO e o VC dos ensaios foram utilizados o
programa estatistico TOXTAT 3.5 (WEST; GULLEY, 1996), onde se calcula a
diferenca entre a sobrevivéncia dos organismos controle e a concentracao teste,
obtendo-se, desta forma, a reproducdo dos organismos controle e a concentracao

teste.

5.1.2 Solucdes teste para D. magna e D. similis

A solucéo estoque dos solventes utilizados no teste preliminar e definitivo dos
estudos com D. similis e D. magna foi preparada a partir das pesagens abaixo, em
seguida diluida em M4, e completado para um volume total de 100 ml. As
concentracOes finais dos testes preliminares e definitivos e, demais solugcdes
encontram-se no Anexo A (ABNT, 2004b).

5.1.3 Solucdes teste para C. dubia
As concentra¢gdes das solugbes utilizadas nos organismos foram preparadas

de modo que ficassem na faixa de 10000 mg.L? a 2000 mg.L?, tendo como
referéncia a toxicidade da amostra obtida nos testes preliminares.

A solucdo estoque dos solventes para o teste preliminar e definitivo foi
preparada a partir das pesagens descritos no Anexo A e solubilizadas em agua
reconstituida, e completadas a um volume final de 500 ml, assim como as

concentracdes finais, também se encontram neste anexo.

5.1.4 Procedimento experimental para os ensaios com D. magna e D. similis

O teste foi conduzido em sistema estatico, ou seja, sem renovacgao da solucéo
teste, durante o periodo do teste (48 horas). Os procedimentos de conducédo dos
ensaios foram estabelecidos com base na norma de referéncia ABNT NBR 12713
(ABNT, 2004e).
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Os organismos foram distribuidos aleatoriamente nos recipientes, sempre
levando em consideragdo escolhas dos microcrustaceos, que possuiam as condi¢des
ideais determinadas por Penak (1991).

Apos a verificacdo e preparo das condi¢des para o ensaio, 0s parametros foram
avaliados. Na periodicidade de 24 horas e 48 horas, os resultados da imobilidade
foram registrados no final de cada periodo, levando em consideracdo que a
imobilidade registrada era aplicada somente para 0s animais que ndo se moviam em
um periodo de 15 segundos de observacao.

No teste definitivo, as condicdes de exposicdo dos organismos, e as
caracteristicas do sistema como um todo dos ensaios foram iguais dos testes
preliminares. Porém, com relacdo as concentracdes e réplicas foram diferentes, onde
a quantidade de organismos foi um total de 25, sendo 5 recipientes com
concentragdes distintas com 5 organismos cada recipiente e 2 réplicas. As
concentracdes nominais para cada ensaio referente aos solventes da pesquisa
aplicados a D.magna e D. similis estdo descritas no Anexo A.

O controle de qualidade foi de acordo com cartas controle emitidas a cada 10
ensaios com o padrao de referéncia de dicromato de potéssio, onde a faixa aceitavel
deve permanecer de 0,61 mg.L*a 0,71 mg.L** conforme OECD (2004). As figuras 7 e
8 demonstram as curvas dos resultados da carta controle com ensaios efetuados
durante o periodo de marco de 2014 a agosto de 2012 e marco de 2014 de D. similis

e D. magna.
1,00
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Controle superior =0,73
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g, 0,80 R Alerta superior =0,71
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0,50
1 2 3 4 5 6 7 8 g 0 1" 12 13 14 15 16 17 18 18 20
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Faixa de sensibilicade: 052 1, SmglL (A faa i baseada em resul idos na Bicagn no periodo de Abril a Maio de 2011).
Raf: POP-M 718 - Coniole da il L uslizados em testes de Yoxicidade (Carta Controla).

Figura 7 — Carta controle para D. similis
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Figura 8 — Carta controle para D. magna

5.1.5 Procedimento experimental para os ensaios com C. dubia

As solucfes dos testes das amostras de solventes foram diluidas em meio
MS, conforme item 5.3, onde cerca de 20 mL de cada solucéo foram transferidas e
distribuidas nos frascos de testes. Desta forma foram preparadas 10 réplicas por
concentracao e expostos 1 organismo em cada frasco para o inicio do teste.

Apoés a inclusdo dos organismos nos frascos, as amostras foram incubadas
em sala especifica com temperatura controlada para 25 + 2° C, com fotoperiodo de
16h de luz e 8 horas escuro. Apos 3 dias do inicio dos testes as solu¢des contendo
0os organismos foram trocadas por solugcbes novas da mesma concentracdo e
contendo 0os mesmos nutrientes, assim como as condi¢cdes de pH, temperatura e
concentracdo de oxigénio foram medidos sendo que ficaram dentro das faixas
aceitaveis.

A Figura 8 apresenta a carta de controle referentes aos resultados efetuados
com cloreto de sédio para garantir a validade do sistema teste. Os resultados devem
permanecer nas faixas de 0,09 mg.L*a 0,19 mg.L?, tendo como referéncia a OECD

(2004).
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Carta- Controle - Sensibilidade das culturas de Ceriodaphnia dubia ao cloreto de sédio (Merck,
lote K39301104) em meio MS (Setembro de 2012 a Abril de 2014)
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Figura 9 — Carta controle de resultados de ensaios com cloreto de sédio

5.2 Determinacdo da CLso dos solventes acetonitrila, metanol, cloroférmio,
diclorometano e suas misturas do teste de toxicidade aguda em D. rerio

Os ensaios com estes organismos foram desenvolvidos conforme a norma de
referéncia ABNT NBR 15088, Ecotoxicologia aquética — Toxicidade aguda — Método
de ensaio com peixes (ABNT, 2011), assim como os outros estudos desta pesquisa.
Com relacdo a estrutura de qualidade para os ensaios, também foram efetuados
dentro dos padrdes de qualidade estabelecidos pelos principios de Boas Préticas de
Laboratorios (INMETRO, 2009). A substancia de referéncia utilizada para compor as
cartas de controle também foi o dicromato de potassio, seguindo conforme
estabelecido na ABNT NBR 15088, com um valor de 1,06 mg.L! (intervalo de
confianga 95% = 0,93 a 1,21 mg.L?), para a comprovacdo da viabilidade de uso do
sistema teste (ABNT, 2011).

O sistema teste para os ensaios de toxicidade dos solventes desta pesquisa
foi preparado para a exposicao da espécie D. rerio nas amostras destes solventes,
para a determinacdo da Concentragao Letal 50 (CLso) em 96 horas de exposicao.
Com relacéo aos calculos dos resultados e andlises estatisticas dos dados, também
foi utilizado o software Spearman-Karber (HAMILTON et al., 1977).

No Quadro 3 segue as informacdes do certificado de qualidade do material de

referéncia, dicromato de potassio (MERCK, 2013).
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Substancia — | Certificado N° CAS Lote/ Marca Formula
teste/ Validade Molecular
Concentragao
Dicromato de 7778- K42728964 | Merck
Potassio/ 100% 50-9 /

30/set/2016 K2 Cr2 O7

Quadro 3 - Lista de informacdes do dicromato de potassio (MERCK, 2013)

5.2.1 Preparo das solucdes

A solugéo estoque dos solventes para o teste preliminar foi preparada a partir
das pesagens estdo descritas no Anexo B e solubilizadas em agua deionizada, e
completadas a um volume final de 500 ml. Para a homogeneizacdo, o baldo foi
agitado por 1 minuto. Neste mesmo anexo encontram-se também as tabelas das

solugdes e concentragdes finais dos testes preliminares e definitivos.

5.2.2 Procedimento experimental para 0os ensaios com D. rerio

Os peixes foram alimentados diariamente até 24 horas antes do inicio dos
testes, e durante o tempo de exposicdo a substancia teste, os peixes ndo foram
alimentados, conforme ABNT NBR 15088/11 (ABNT, 2011).

A vidraria foi lavada com uma solucdo de detergente comercial neutro, logo
apos o enxague foi aplicado uma solucédo de acido nitrico 3%, novamente ela foi
enxaguada, e colocada para secar com auxilio de acetona comercial. No caso
destes ensaios, além das vidrarias de preparo das solucdes estoque, foram
utilizados beckers de aco de 3 litros, que passou pelo mesmo processo de lavagem
e preparo, antes da sua utilizacao.

Na fase inicial do preparo dos materiais e solugbes, destaca-se também o
processo de utilizacdo da agua de diluicdo que foi preparada a partir da agua
distribuida pelo Servico Municipal de Agua e Esgoto (SEMAE), desclorada, com
dureza entre 85,68 e 86,70 mg.L"* em CaCOs e pH entre 7,6 e 7,8.0s parametros da
agua, oxigénio dissolvido (mg.L?), pH, temperatura (°C), e dureza (mg de CaCOa.L"
1), foram analisados no inicio do teste e a cada renovagédo da solucdo teste, e
estavam dentro dos limites aceitaveis.

Ao inicio do manejo do sistema teste, os peixes foram transferidos do aquério

de aclimatacdo para um recipiente plastico contendo agua de diluicdo, e



65

posteriormente para os recipientes utilizados nos testes com o auxilio de um puci com
rede de nylon. O teste preliminar foi conduzido em sistema estético, enquanto o teste
definitivo foi conduzido em sistema semi-estatico, com renovacdo diaria da solucéo
teste.

Neste teste a temperatura foi mantida entre 21°C e 25°C, com fotoperiodo de
16 horas de luz a cada 24 horas. Juntamente com os testes definitivos, foram
conduzidos um teste controle somente com a agua utilizada nos ensaios, para
verificacdo da normalidade do meio. A mortalidade e dados de efeitos sub-letais foram
registrados nos periodos de 24, 48, 72 e 96 horas contados a partir do inicio dos
testes.

Para a obtencdo dos resultados, foi necesséario quantificar a mortalidade
cumulativa dos peixes (D. rerio) nas diferentes concentragbes da substancia teste,
sendo registrada no periodo de exposicao de 24, 48, 72 e 96 horas apresentada na
Tabela 34.

ApoOs a concentracdo dos testes, e a faixa de toxidade dos solventes desta
pesquisa nos organismos, foram aplicados os testes definitivos utilizando 10 peixes,
com as concentragdes nominais de acordo com o Anexo A.

Para o controle de qualidade dos testes, sdo emitidas cartas de controle com
0 uso do dicromato de potassio como padrdo de referéncia. A faixa que os
resultados devem se apresentar esta entre 90 mg.Lt a 170 mg.L, tendo como
referéncia a OECD (2004). Este teste foi efetuado juntamente com o teste definitivo
para verificacdo da sensibilidade do sistema teste. Apdés a realizacdo destes
controles, o teste definitivo do controle foi conduzido utilizando 10 peixes em cada
concentragdo teste, com as concentracdes nominais de 100; 180; 320; 560 mg.L! e
controle, com duracado de 24 horas. A Figura 9 mostra os resultados destes ensaios

no periodo entre marco de 2013 a agosto de 2014.
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Figura 10 - Carta controle de resultados de ensaios com dicromato de potassio para
D. rerio

Para o uso de animais foi seguido protocolo interno especifico de controle de
uso de animais vertebrados, onde esta utilizacdo somente pode ser efetuada
mediante a uma avaliacdo e a aprovacao por meio da emissdo de um Parecer do
Comité de Etica de Uso de Animais da Biogari. A copia deste parecer estd no Anexo

D.

5.3 Determinacédo da CLso dos solventes acetonitrila, metanol, cloroformio,
diclorometanos e suas misturas dos testes de toxidade crdénica em
larvas de D. rerio
Para este estudo foram utilizadas larvas da espécie D. rerio, com um estagio

de eclosdo das larvas de 24 horas. O sistema teste foi obtido de desovas de

matrizes reprodutoras mantidas no Laboratério de Biologia Aquatica da BIOAGRI

Laboratérios Ltda., e com o uso do dicromato de potassio como material de

referéncia, semelhante ao item 5.2. Para a expressdo dos resultados foram

utilizados os célculos estatisticos para avaliar os efeitos tdxicos nos organismos,

conforme o teste de Fisher, e calculado por meio de software especifico TOXTAT

(WEST; GULLEY, 1996).



67

A solucdo estoque dos solventes para o teste preliminar e definitivo foi
preparada a partir das pesagens descritas nas tabelas do Anexo B, com a utilizagéo
das mesmas concentracdes do teste agudo de D. rerio, e solubilizadas em agua
deionizada. Neste mesmo anexo, estas as solucbes e concentracdes finais deste
ensaio. Para o preparo destas solucdes os balbes de preparo foram agitados por 1
minuto. A 4gua utilizada para os ensaios foi deionizada e retirada de equipamentos
com controle de limpeza e manutencéao.

A agua de diluicdo (deionizada ) foi preparada a partir da agua distribuida pelo
Servico Municipal de Agua e Esgoto (SEMAE), sendo desclorada, com dureza entre
85,68 e 86,70 mg.Lt em CaCOz e pH entre 7,6 e 7,8. Os parametros que garantem
gue a agua nao interfere nos resultados dos testes, como, oxigénio dissolvido (mg.L
1), pH, temperatura (°C), e dureza (mg de CaCOa.L?), foram analisados no inicio do
teste e a cada renovacédo da solucdo teste, apresentando resultados dentro dos

limites aceitaveis.

5.3.1 Procedimento experimental dos ensaios crénicos com larvas de D. rerio

Os reprodutores foram mantidos em aquarios e alimentados diariamente com
Artemia sp adultas e ragdo comercial para peixes TetraMin Tropical Flakes com 48%
de proteina. Foram mantidas e controladas as condices ambientais, tais como
temperatura da agua, fotoperiodo e qualidade da agua em niveis adequados aos
animais.

De acordo com o objetivo deste estudo, que foi avaliar os efeitos letais e sub-
letais dos solventes em larvas de D. rerio, para avaliar a toxicidade cronica, foi
conduzido um teste preliminar para determinar a faixa de toxicidade da substancia
teste. De acordo com os resultados desse teste foi conduzido o teste definitivo, com
as concentracbes nominais da substancia teste jA apresentadas em capitulo
anterior, e 0s seus respectivos controles, com a utlizacdo de 10 larvas por
concentracdo, distribuidas em 4 réplicas. Para o monitoramento dos ensaios, 0s
dados de mortalidade, efeitos sub-letais e comportamentais foram registrados a
cada 24 horas, durante o periodo de 7 dias de teste.

Primeiramente, as larvas foram transferidas dos vasos para os recipientes do
teste através de pipetas Pasteur. Apos esta transferéncia foi efetuado um teste

preliminar em sistema semi-estatico por 7 dias, com renovacgao diaria da solucao
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teste. Foram adicionadas amostras de solventes contidos em recipientes de teste
com 10 larvas de peixe por concentracdo (ABNT, 2007).

Em funcdo da faixa de toxicidade do teste preliminar, foi conduzido o teste
definitivo utilizando as concentracbes presentes na Tabela 35, distribuidas em 4
repeticbes, ou seja, 40 larvas por repeticdo (ABNT, 2007). Para o controle de
gualidade dos resultados, foi conduzido paralelamente um ensaio somente com
agua de diluicao.

Com relagéo aos padrdes de condi¢cbes ambientais e fisico-quimicas, nos testes,
a temperatura foi mantida em 25 + 2 °C, e fotoperiodo de 12 horas de luz e 12 horas de
escuro. Os parametros pH, oxigénio dissolvido e condutividade da agua foram medidos
a cada renovacgéao da solugéo teste em uma das repeticbes de cada concentracédo e no
controle. Somente a dureza foi medida a cada nova diluicdo de amostra (ABNT, 2007).

Durante o teste definitivo, as larvas de peixes foram alimentadas com uma
suspensao concentrada de nauplios de Artemia recentemente eclodida (com menos
de 48 horas de idade sem alimentagdo - ABNT, 2007). O namero de organismos
mortos e as respostas subletal/comportamental foram registradas a cada 24 horas,

sendo que as larvas mortas foram removidas em cada avaliacao.

5.3.2 Controles de Referéncias

Para a garantia da qualidade e verificacdo da eficacia da aplicacdo deste
procedimento com relacdo a norma de referéncia, foi conduzido um teste com a
substancia de referéncia, dicromato de potassio. Este foi conduzido como
mencionado acima para o teste definitivo, porém com as concentracfes nominais de
18; 32; 56; 100; 180 mg.L! e controle, com duracdo de 168 horas. Este teste é
efetuado também para avaliar a sensibilidade dos peixes a cada lote de criacao.

A Figura 10 mostra o grafico que estdo compilados os resultados das cartas
de controle de julho de 2012 a janeiro de 2015, onde os resultados devem
permanecer entre 70 mg.L*a 200 mg.L* (OECD, 2004).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Determinacdo datoxicidade aguda pela CEso de acetonitrila, metanol,

cloroférmio, diclorometano e suas misturas em D. magna e D. similis

Os resultados de imobilidade dos organismos do teste com dicromato de

potassio estdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 - Numero de D. similis iméveis em 24 Horas de exposi¢do durante o teste
com a substancia de referéncia

Numero de organismos imoveis

Concentracao 24 horas
% de
Moty b c g molidace
24 horas
2,4 5 5 5 5 100
1.8 5 5 5 5 100
1,0 2 2 2 2 40
0,56 0 0 0 0 0
0,32 0 0 0 0 0
Controle 0 0 0 0 0

Nota 1: a, b, c e d = réplicas contendo 5 organismos cada
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Portanto, o valor obtido de CEso 24 horas para substancia de referéncia,
dicromato de potéassio, foi 1,06 mg.L? (intervalo de confianca 95% = 0,93 a 1,21
mg.L1), mostrando assim, a viabilidade de uso do sistema teste (ORGANISATION
FOR ECONOMIC CO-OPERATION AND DEVELOPMENT, 1984).

No teste definitivo, 0 nimero de organismos imoOveis em 24 e 48 horas para

cada concentracao teste e o controle estdo apresentados na Tabelas 9 e 10.
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Tabela 9 - NUmero de organismos imdveis em 24 e 48 horas de exposi¢cao aos solventes durante o teste definitivo em D. magna

NuUmero de organismos imdveis

Concentragao
teste

(nominal) METANOL/
ACETONITRILA imOO/bUiI?deade METANOL imoogoilgdeade DICLOROMETANO imongaiI?deade CLOROFORMIO imoot/JDiI(ij(fade Ac’\é%/?\l’\l‘%(m imongoiI?deade DL?LLC?F?C?F'\AOERTIG%O/ imongoiI?deade éfg;gggg,\',hgl, imool/)oiI?deade
total em total em total em total em total em total em DICLOROMETANO total em
48 horas 48 horas 48 horas 48 horas 48 horas 48 horas 48 horas
(mg.L-1) A B CD A B CD A B C D A B C D A B CD A B C D A B C D
100000 5 5 5 5 100 55 5 5 100 55 5 5 100
50000 5 5 5 5 100 555 5 100 5 5 5 5 100
25000 2 3 3 3 55 3343 65 3 2 3 3 55
12500 101 1 15 1111 20 1 01 2 20
6250 0 00O 0 0 00O 0 0 0O 0
5000 00 0O 0 0 00O 0 5 5 5 5 100 5 5 5 5 100 5 5 5 5 100 5 5 5 5 100
2500 3 4 3 4 70 5 5 5 5 100 4 3 4 3 70 2 2 2 2 40
1250 1 1 1 1 20 5 5 5 5 100 0 0 0 O 0 0 0 0 O 0
625 0 0 0 O 0 4 4 4 4 80 0 0 0 O 0 0 0 0 O 0
312,5 0 0 0 O 0 00 0O 0 0 0 0 O 0 0 0 0 O 0
Controle 0 O O O 0 0 00O 0 0 0 0 O 0 0 0 0 0O 0 0 0 0 O 0 0 0 0 O 0
Resultado
CES(gj(?ng.L— 21763 19614 1894 555 21022 2176 2679
1)
Desvio
(Tgsl%l) 18000 — 26313 16172 — 23789 1569 - 2287 448 - 574 17248 - 25622 1888 — 2508 2301 - 3118

Nota 1: a, b, c e d = réplicas contendo 5 organismos cada
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Tabela 10 - Numero de organismos imoveis em 24 e 48 horas de exposi¢do aos solventes durante o teste definitivo em D. similis

Concentragao
teste

Numero de organismos imoveis

(nomina) % de % de imobiidade . imobiitade  METANOL/  imoblidade DICLOROMETANO! imoblidade  ACETONITRILA  imobiitade
ACETONITRILA  jmobilidade METANOL imobilidade DICLOROMETANO  ©n oy CLOROFORMIO %ol em  ACETONITRILA  total em CLOROFORMIO total em CLOROFORMIO/ total em
Z%H?:O?;TS] El(gar:ofgls 48 horas 48 horas 48 horas 48 horas  DICLOROMETANO 48 horas
(mg.L-1) A B CD A B CD A B C D A B C D A B C D A B C D A B Cc D
20000 55 5 5 100 55 5 5 100 5 5 5 5 100
10000 4 4 3 4 75 33 33 60 5 5 5 5 100 1 1 2 1 25
5000 211 2 30 1211 25 5 5 5 5 100 5 5 5 5 100 0 0 0O O 0 5 6§ 5 5 100 5 5 5 5
2500 0 00O 0 0 0 0O 0 5 5 5 5 100 0O 0 0 oO 0 5 5 100 3 3 2 3
1250 0 00O 0 0 0 0O 0 3 3 3 3 60 0O 0 0 oO 0 3 2 2 2 45 0 O 0 0
1000 5 5 5 5 100
625 1 2 1 2 30 0 O 0 0 0 0 O 0 0
500 5 5 5 5 100
312,5 0 0 0 O 0 0 O 0 0 0 0 O 0 0
250 5 5 5§ 5 100
156,2 0 0 0 O 0
125 3 4 3 4 70
62,5 0O 0 0 O 0
31,25 0 0 0 O 0
Controle 0 0 0O 0 0 0 0O 0 0 0 0 O 0 0 0 0 O 0 0O 0 0 oO 0 0 O 0 0 0 0 O 0 0
Resultado
CES(?(;g.L- 6830,2 7845,84 947,1 304,52 15422,11 1565,83 3404,36
1)
Desvio
(Tg5|;/01) 5617 — 8304 6406 — 9608 769 - 1166 261 - 373 11854 - 20062 1298 - 1823 3192 - 3653

a, b, c e d = réplicas contendo 5 organismos cada
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Diante dos resultados observados nestes dois ensaios, pode-se verificar que 0s
solventes dos grupos ndo halogenados possui, devido as suas caracteristicas quimicas,
um efeito toxicoldgico menor do que os resultados apresentados pelos solventes do
grupo dos halogenados, e que os resultados entre as espécies testadas, D. similis e D.
magna, também apresentaram resultados diferentes devido a diferenca da
sensibilidade dos organismos.

Observou-se, também, que o0s solventes acetonitrila e metanol, testados
individualmente, apresentaram os resultados de 6.830,2 mg.L! e 7.845,8 mgiL,
respectivamente para D. similis, e 21.763,8 mg.L* e 19.614,6 mg.L?, respectivamente
para D, magna. Ao se comparar a toxicidade entre estes dois solventes, a acetonitrila,
para estes ensaios e nestas condi¢fes, causou uma toxidade ligeiramente maior do
que o metanol, para os organismos D. similis, porém para D. magna a toxicidade é
semelhante.

Para os resultados dos solventes do grupo dos halogenados para D. similis, a
CEso do diclorometano foi de 947,1 mg.L™ e do cloroférmio de 304,5 mg.L. Para D.
magna os resultados foram de 1.894,6 mg.L' e 555,8 mg.L?, respectivamente, para
estes mesmos solventes. Estes resultados mostram, assim, uma toxidade maior do
cloroférmio frente ao diclorometano.

Além dos resultados dos ensaios de solventes testados individualmente, as
misturas entre 0s solventes halogenados, ndo halogenados e a mistura de todos,
também apresentaram resultados peculiares frente as suas caracteristicas quimicas. A
mistura entre acetonitrila e metanol (50/50) apresentou uma CEso de 15.422 mg.L? para
D. similis e 21.022 mg.L! para D. magna. Para a mistura de cloroférmio e
diclorometano os resultados foram de 1.565,8 mg.L™* para D. similis e 2.176 mg.L para
D.magna.

Um estudo semelhante a esta pesquisa, porém com testes efetuados com
efluentes industriais com amostras de extrato solubilizado de residuos classe 2
provenientes de industrias de diferentes ramos, foi realizados por Rodrigues (2005)
gue utilizou 18 amostras, e mostrou que a maioria das amostras apresentou-se uma
toxicidade superior do que a classificacéo inicial de classe IlA e IIB, com valores do
fator de toxicidade variando entre 64 a 128 para D. magna, e 256 para V. fischeri,
assim, seriam necessarias ser encaminhadas para aterro Classe 1, devido aos

resultados téxicos demonstrados pelos ensaios nestes organismos.
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Nesta mesma linha de pesquisa, com objetivo de avaliar os possiveis impactos
que podem causar algumas moléculas de metais, fendis, surfactantes, entre outras, ao
contato com as aguas dos rios, Maranho (2012) realizou coletas de amostras da fauna
bentbnica do Rio Corumbatai. Os testes realizados foram analisados para verificar as
caracteristicas fisico-quimica das aguas, mas também a toxicidade cronica em C.
dubia. Nos estudos com as amostras de agua deste rio, 0s resultados demonstraram
gue houve uma degradacdo em alguns trechos devido aos indicadores apresentados
pelos testes com c. dubia, e também, além destes testes realizados, em algumas
amostras foram encontradas a presenca de fenol em concentragdes variadas.

Em ensaios ecotoxicoldgicos efetuados diretamente com a agua e o sedimento
do rio Corumbatai, Jardim (2004) utilizou organismos do filo dos cnidarias Hydra
attenuatta, e das cladéceras D. magna e D. similis, também para determinar a
toxicidade crénica e aguda das amostras de aguas e sedimentos nestes organismos.
Os resultados encontrados, mostraram que existe uma heterogeneidade com relacéo
aos locais de amostragens, onde a toxicidade foi identificada somente nas
amostragens proximas aos municipios de Analandia, Rio Claro, Corumbatai e
Piracicaba.

Semelhante a esta abordagem, foi conduzido um estudo com amostras com a
presenca de propranolol, um ativo de farmacos utilizado para controle de doencas
cardiacas como a angina e a hipertensdo. Os ensaios foram realizados com
Ceriodaphnia silvestri para se estudar a toxicidade cronica e aguda nestes
organismos. Os resultados encontrados mostraram que uma concentracao muita baixa
deste ativo na 4gua, tanto a destilada como a reconstituida, possui um alto potencial de
causar efeitos toxicos agudos causando a mortalidade dos organismos, estando a
concentracao desta toxicidade nas faixas em torno de 2,6 mg/L a 2,8 mg/L, um valor de
toxicidade muito maior se comparado aos solventes dos ensaios agudos desta
pesquisa, por exemplo, que ficaram na faixa de 300 mg.L'! a 6800 mg.L?,
aproximadamente (ROSA, 2008).

Tendo como base os resultados dos ensaios de toxicidade aguda para
microcrustaceos desta pesquisa verifica-se que a mistura dos solventes nao
halogenados possui uma toxicidade de aproximadamente 10 vezes menor do que a
mistura dos solventes halogenados. O resultado das misturas entre os quatros
solventes, com adi¢des em partes iguais (25%.), foi de 3.404,4 mg.L* para D.similis e

2.679,4 mg.L?! para D. magna, sendo este um resultado mais préximo da mistura entre
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os solventes halogenados, cloroférmio e diclorometano. Desta forma, pode-se inferir
gue, se ocorrer uma contaminacao de solventes halogenados em misturas de solventes
ndo halogenados, os efeitos toxicoldgicos podem sofrer uma alteracéo, tendo em vista
gue a comparacao entre os resultados da mistura entre os solventes nao halogenados,
com mistura entre os quatro solventes foi de aproximadamente 10 vezes para D.
magna e 5 vezes para D. similis.

Destaca-se que somente com estes dados ndo é possivel confirmar a
potencializacdo ou adicdo destes efeitos toxicoldgicos para outras concentracdes,
diferentes das que foram testadas neste trabalho, devido ao fato de que as
concentragdes testadas com a misturas dos solventes foram conduzidas em partes
iguais, ou seja, 50% para testes com dois solventes e 25% para testes com quatro

solventes.

6.2 Determinacdo da CLso da toxicidade aguda dos solventes em D. rerio

A mortalidade dos peixes em 24 horas de exposicdo nhas diferentes
concentracdes de dicromato de potassio no teste de referéncia esta apresentada na
Tabela 11.

Tabela 11 — Mortalidade cumulativa do peixe D. rerio durante o periodo de exposicao
a substancia de referéncia (dicromato de potassio)

Concentragdo nominal Numero de peixes mortos no periodo teste
(mg.L?t) (24 horas)
Controle 0
100 0
180 2
320 8

560 10
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Tabela 12 — Numero de individuos mortos de D. rerio durante o periodo de
exposicao aos solventes durante o teste definitivo

Nidmero de peixes mortos no periodo teste (horas)

Conc.
nominal
(mg.L?) Acetonitrila/
Metanol Acetonitrila Acetonitrila/ Diclorometano  Cloroférmio chlorom’eta_n 0 Metqnol{
Metanol / Cloroférmio Cloroférmio/

Diclorometano

Tempo (h) 24 48 72 96 24 48 72 96 24 48 72 96 24 48 72 96 24 48 72 96 24 48 72 96 24 48 72 96

50000 10 10

25000 10 10

12500 2 2 0 O 3 1 3 1

10000 10

6250 o 0 2 1 0 1 0 o©

5000 1 0 3 0

3125 0 0 0 O 0 0 0 O

2500 1 0 0 O

1250 0 0 0 1

1000 10 10 10
625 0 0 0 o©

500
250
125
62,5
31,25
Controle
Resultado
da
CL50(mg.L
-1)
Desvio
mg.L? 7542 - 13668 3511 -6198 7608 — 11795 Na&o aplicavel 289 - 376 233 - 406 Na&o aplicavel
(+x95%)

[N
o
o
o
w

oo oo
oo oo
o ooo
oo oo
oo ooo
ocooor
o oo oo
o oo oo
o

o

w

[

oo oo
oo oo
oo oo
oo oo

o
o
o
o
o
o
o
o
o
o
o
o
o
o
o
o

10153 5000 9473 707 329 307 707

Apresentando semelhantes niveis toxicolégicos dos produtos testados
nos microcrustaceos, de acordo com os dados das Tabelas 9 e 10, verifica-se,
assim, que para a espécie de D. rerio a acetonitrila causou uma toxicidade duas
vezes maior do que o metanol, com os resultados de 5000 mg.L' e 10.153 mg.L?,
respectivamente. No teste da mistura entre estes solventes ndo halogenados, o
resultado de 9.473 mg.L?, assemelha-se ao resultado do solvente metanol, sendo
assim, nao caracterizando uma potenciacdo da toxicidade desta mistura, mas
evidenciando um efeito antagonico.

Os resultados apresentados pelos testes com solventes halogenados, o
cloroférmio mostrou-se com a toxicidade maior do que o diclorometano nas amostras
testadas individualmente, seguindo a mesma dinamica dos resultados com os
microcrustaceos. Entre os resultados, a CLso do cloroférmio foi de 329,9 mg.L* e do

diclorometano foi de 707,1 mg.L?, ou seja, a toxicidade do cloroférmio foi
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aproximadamente trés vezes maior do que o diclorometano, nas condi¢cdes destes
ensaios.

Portanto, ao se observar os resultados dos testes com a mistura destes
solventes, a CLso praticamente foi a mesma da amostra de cloroférmio com 307,8
mg.L?, desta forma, nenhum efeito antagénico ou de potenciacdo (RAND, 1995) foi
observado, tendo em vista que a toxicidade do diclorometano nao interferiu na
toxicidade aguda do cloroférmio em D. rerio. De acordo com a OSHA (2011) se a
mistura for diluida por uma substéancia de concentracdo téxica menor do que a outra,
e a mistura ndo se apresentar mais toxica, significa que a mistura néo teve alteracao
das suas caracteristicas toxicoldgicas, ndo caracterizando a presenca de algum
efeito.

A mistura entre os quatro solventes usados em partes iguais de 25%, e assim
solubilizados de acordo com as concentragbes determinadas nos testes
preliminares, verifica-se que ao se comparar com as misturas entre os solventes nao
halogenados, com a CLso de 9.473 mg.L* e dos halogenados com a CLso de 307,8
mg.L, a amostra dos solventes ndo halogenados sofreu uma potenciacdo de um
pouco mais de 10 vezes na sua toxicidade, quando misturados em partes iguais com
solventes nao halogenados. Desta forma, assim como observado os resultados com
0S microcrustaceos, pode-se afirmar que caso haja mistura entre solventes
halogenados e nédo halogenados com outras concentracdes, o potencial toxicologico
da mistura dos solventes ndo halogenados podem sofrer efeitos aditivos.

Dados retirados de ensaios semelhantes a estes de estudos da WHO (1993,
1994, 1996, 1997) e Federal Environmental Agency (2014) com P. promelas mostra
estas mesmas caracteristicas toxicolégicas referentes a estes solventes testados
individualmente. Para os ensaios nas condi¢fes especificas destas instituicbes, 0s
resultados da CLso dos solventes ndo halogenados acetonitrila e metanol ficaram na
faixa de 1.000 mg.L! a 1.700 mg.L?', e 19.000 mg.L' a 30.000 mg.L?,
respectivamente, mostrando assim uma maior toxicidade da acetonitrila frente ao
metanol. Nas condicdes dos ensaios apresentados por estas instituicbes, 0s
solventes cloroformio e diclorometano apresentaram toxicidade semelhantes dos
observados nesta pesquisa, estando em uma faixa de 100 mg.L* a 130 mg.L?!, e
300 mg.Lt a 510 mg.L?, respectivamente, também confirmando a maior toxicidade

do cloroférmio se comparado ao diclorometano. Com relacdo a estudos efetuados
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com misturas entre solventes, ndo foram encontrados dados de estudos para
analises comparativas.

Em um estudo semelhante a este, foi efetuado ensaios ecotoxicoldégicos em
peixes pacu (Piractus mesopotamicus Holmerg) e paulistinha (D. rerio) para se
determinar a toxicidade aguda do ativo de agrotoxico fipronil presente na agua do rio
Corumbatai. De acordo com os resultados ocorreu uma diferenga na toxicidade das
amostras entre as duas espécies, onde para o pacu a CLso ficou em 1,04 mg.Lt e
para o paulistinha a CLso ficou em 0,34 mg.L* (CELLA, 2009).

Outro trabalho desenvolvido por Masutti (2004), tendo como foco a presenca
de metais em aguas, foi avaliada a distribuicio dos metais Cr e Cu sobre
ecossistemas aquaticos |énticos em diversas espécies, entre elas D.similis, C. dubia
e Oreochromis niloticus (peixe). Este trabalho mostrou que os metais apresentaram
um efeito negativo em amostras de adguas de acordo com suas variaveis como
oxigénio, clorofila, materiais em suspensao e outros, sendo assim os efeitos do Cr
se mostraram mais agressivos que Cu.

Relacionado a este mesmo tema, um outro trabalho abordou a toxicidade de
produtos quimicos em agua, que avaliou a contaminacéo do Long Lake dos Estados
Unidos por cloreto de vinila, tricloroetileno e dicloroetileno, préximo a New Brighton/
Minesota. Este trabalho, elaborado pelo Departamento de Salde e Servicos
Humanos dos Estados Unidos (U.S. DEPARTMENT OF HEALTH AND HUMAN
SERVICES, 2008), concluiu que as concentracdes encontradas neste ecossistema
estavam em torno de 700 pg.L* a 1000 pg.L?, onde os limites aceitaveis sdo de 40
ug.Lt a 50 pg.L . De acordo com a instituicdo responsavel pelos estudos, estes
solventes, em determinadas concentracdes, possuem efeitos carcinogénicos e
podem entrar em contato direto com 0s seres humanos por meio de atividades de

lazer neste local.

6.3 Determinacdo da CLso de acetonitrila, metanol, cloroférmio,
diclorometano e suas misturas que causa toxicidade cronica em larva D.

rerio

6.3.1 Resultados dos ensaios com as larvas de D. rerio
A mortalidade cumulativa de D. rerio nas diferentes concentracbes dos

solventes testados foi registrada diariamente, e encontra-se na Tabela 37.
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Os dados referentes aos ensaios de toxicidade cronica em larvas de peixes
da espécie D. rerio, apresentadas nas Tabelas 38 e 39, demonstram quais foram as
maiores concentracdes cujos efeitos ndo foram observados (CENO). A importancia
desta informacéo, segundo Capizzi et al. (1985 apud ZAGATTO; BERTOLETTI,
2006), é que encontrar estas concentragbes demonstram a variabilidade de
interesse biolégico, como sobrevivéncia, reproducdo, crescimento, etc. Para este
autor, esta variabilidade somente pode ser calculada por testes de hipoteses
utilizando, além do CENO (Concentracdo de Efeitos Ndo Observados), o CEO
(Concentracado de Efeitos Observados), sendo que com o calculo destes valores
pode ser encontrado o valor crénico (VC), também apresentado na Tabela 13
(BAILER; ORIS, 1993).
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Tabela 13 — NUumero de mortali

dade de D. rerio durante o periodo de exposi¢do a substancia teste no teste definitivo

Numero de larvas mortas nas diferentes concentragdes teste

Concentrag&o nominal (mg/L)

Acetonitrila Metanol Acetonitrila/ Metanol
625 1250 2500 5000 10000 1562,5 3125 6250 12500 25000 50000 3125 6250 12500 25000 50000
Dias Controle R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4 Rl R2 R3 R4
1 0 0 0 o0 0 0O 0O O O 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 0 0 0 0 O O O O O O O O 5 2 3 3 10 10 10 10 10 10 10 10 O 0 0 O O O O O O O O O 10 10 10 10 10 10 10 10
2 0 0O 0 0 0 0O O O O 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 0 0 O O O O O O 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 O 0 0 0 O O O O 1 2 1 2 10 10 10 10 10 10 10 10
3 0 0o 0 0 0 0O O O O 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 O O O O 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 O O O O O O O O 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
4 0 0o o0 o0 o0 o0 0O 0O O 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 O O O O 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 O O O O O O O O 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
5 0 0o 0 0 0 0O 0O O O 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 O O O O 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 O O O O O O O O 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
6 0 0 0 0 0O 8 6 7 7 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 O O O O 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 3 5 4 4 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
7 0 0O 0 0O O 8 6 7 7 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 O O O O 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 3 5 4 4 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
CENO(mg/L) 625 1562,5 1562,5
CEO(mg/L) 1250 3125 3125
Numero de larvas mortas nas diferentes concentragdes teste
Concentrag&o nominal (mg/L)
Diclorometano Cloroférmio Diclorometano/ Cloroférmio
62,5 125 250 500 1000 31,25 62 125 250 500 62,5 125 250 500 1000
Dias Controle R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4
1 0 o 0 o0 o0 o0 0 o0 o0 O0o0O0O0WO0UOWO0ODSWU®OODOS?I1I101010 0 0 0 0 0 0O OO 0 0O O0OO0OOO0OTO0OTO0OTUO o o0 o0 o0 o0 0O 0 0O 0O O O O O O O O O 10 10 10 10
2 0 o 06 o o o0 o0 o0 o0 0000000 011011010100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 060 0 0 0 0 0 O o 0 0o o0 o 0 0 0 0 0 0 0O O O O O O 10 10 10 10
3 0 o 0 o o0 o0 o0 o0 o0wO0®©O0O©Oo0O®oUD11o01 010110101000 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 10 5 1 0 1 0o 1 01 0 0 0 O O 2 O 1 2 10 10 10 10
4 0 o 0 o0 o0 o0 0 O0OO0OOo0OOo0OOoQCSOoOwoo0o0 0101010100 0 0 0 0 0 000 0 0 0 0 0 0 0 10 5 1 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0O 2 O 1 2 10 10 10 10
5 0 o 0 o0 o0 00 O0OO0OOoOOo0OOo0Oo0o0o0O0 0101010100 0 0 0 0 0 0 00 0 0 0 0 0 0 0 10 5 1 0 1 0 1 0 1 0 O 0O O O 2 O 1 2 10 10 10 10
6 0 o 0o o o o o o o0 4 3 4 3 910 9 1010101010000 0 o0 o0 o000 3 11 3 3 3 31010101101 01 0 1 0 1 0 0 0 0 0 10 10 10 10 10 10 10 10
7 0 2 2 2 2 1 1 1 1 2 1 2 1 10 10 10 10 10 10 10 10 1 O 1 O 1 1 1 1 O 3 1 1 10 10 10 10 10 10 10 10 1 O 1 O 1 O 1 O 5 6 5 6 10 10 10 10 10 10 10 10
CENO(mg/L) 62,5 62,5 125
CEO(mg/L) 125 125 250
Numero de lanvas mortas nas diferentes concentragdes teste
Concentragdo nominal (mg/L)
Acetonitrila/ Metanol/Diclorometano/ Cloroférmio
125 250 500 1000 2000
Dias Controle R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4 Rl R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4
1 0 0O 0 0 0 0O 0 0O OO O O 0 O 10 10 10 10
2 0 0O 0 0 0 0O 0 0 0O 0 O O 0O 0 O 10 10 10 10
3 0 o o0 0 0 1 0 1 0 2 2 2 2 2 0 10 10 10 10
4 0 o o0 0 0 1 0 1 0 2 2 2 2 2 0 10 10 10 10
5 0 o 0 o0 o0 1 0 1 0 2 2 2 2 2 0 10 10 10 10
6 0 0O 0 0 0 4 4 2 2 5 5 5 5 10 10 10 10 10 10 10 10
7 0 0O 0 0O O 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
CENO(mg/L) 125
CEO(mg/L) 250
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Tabela 14 — Resultados dos ensaios de toxicidade cronica em larvas de D. rerio

Solventes (mg.L?)

Organismos Acetonitrila/ Diclorometano/  Acetonitrila/ Metanol/
Acetonitrila  Metanol Diclorometano Cloroférmio  Metanol Cloroférmio Diclorometano/
(50/50) (50/50) Cloroformio (25 al)
CENO 625 1562,5 62,5 62,5 1562,5 125 125
CEO 1250 3125 125 125 3125 250 250
VC 884 2210 88,4 88,4 2210 177 177

Os intervalos de confianga para este estudo variam entre 99,95% para mais ou
para menos com relacdo aos resultados apresentados na Tabela 14. Nesta tabela,
pode-se constatar que os efeitos de toxicidade mantiveram-se semelhantes aos
resultados encontrados nos ensaios agudos, ou seja, 0s solventes ndo halogenados
demonstraram-se menos toxicos que os halogenados. Porém, por se tratar de ensaios
de toxicidade cronica, os resultados do CENO referente aos testes com 0s solventes
cloroférmio e diclorometano foram os mesmos, sendo de 62,5 mg.Lt. Com relacéo as
misturas, 0 CENO referente aos testes dos solventes ndo halogenados, se apresentou
com o mesmo resultado do metanol testado individualmente, e os resultados dos
solventes halogenados foi ligeiramente maior dos mesmos testados individualmente,
caracterizando-se, desta forma, como um efeito aditivo. Nestes ensaios, cabe destacar
gue o resultado referente a mistura de todos os solventes apresentou-se semelhante a
mistura de cloroférmio e diclorometano com uma concentracdo de 125 mg.Lt. Ao se
comparar com o CENO dos testes com a mistura dos solventes ndo halogenados,
demonstra-se que essa mistura potenciou os efeitos toxicos cronicos dos solventes ndo
halogenados em torno de 10 vezes, podendo assim, agir de forma diferenciada nos
possiveis impactos aos ecossistemas aquaticos, referentes a reproducao, crescimento,

desenvolvimento, etc, de alguns organismos deste ecossistema.

6.4 Determinacdo da CEso em C. dubia dos solventes acetonitrila, metanol,
cloroférmio, diclorometano e suas misturas

As Tabelas com os registros dos testes com as amostras de solventes e suas
misturas para a determinacgéo da toxicidade cronica em C. dubia, conforme a CEso,
estdo no Anexo C.

Na Tabela 15 pode-se observar os valores a partir da expressao dos
resultados. Seguindo a mesma premissa referente as afirmagdes de Capizzi et al.
(1985 apud ZAGATTO; BERTOLETTI, 2006) utilizada na analise dos dados dos
resultados dos ensaios de toxicidade crbnica em larvas de D. rerio da Tabela 36,
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constata-se, também, na Tabela 47, os resultados dos ensaios de toxicidade crénica
com C. dubia. O CENO referente aos testes com C. dubia com os solventes
acetonitrila, metanol e as suas misturas em partes iguais, apresentaram resultados
iguais de 1.250 mg.L*, com uma diferenca 10 vezes maior do que os resultados
com diclorometano e cloroférmio testados individualmente, que obteve um resultado
de 125 mg.Lt. Ao se comparar os resultados da mistura de todos os solventes com
o valor de 312,5 mg.Lt, com os resultados da mistura dos solventes né&o
halogenados, confirma-se a semelhanca dos resultados dos ensaios crénicos com
larvas de peixes, onde ocorreu uma potenciacdo de 4 vezes maior dos efeitos, se

comparados aos resultados da mistura somente com os solventes nédo halogenados.

Tabela 15 — Resultados da toxicidade crénica para C. dubia com solventes e suas
misturas

Amostras de Solventes Expressao dos Resultados (mg/L)

CENO CEO VC
Acetonitrila 1250 2500 1768
Metanol 1250 2500 1768
Acetonitrila/ Metanol 1250 2500 1768
Cloroférmio 125 250 177
Diclorometano 125 250 177
Cloroférmio/ Diclorometano 312,5 625 442
Acetonitrila/ Metanol/ 3125 625 442

Cloroférmio/ Diclorometano

Os intervalos de confianca para este estudo variam entre 99,95% para mais

ou para menos com relacdo aos resultados apresentados na Tabela 15.

6.5 Andlises comparativa entre os solventes de um mesmo ensaio com

diferentes organismos

De acordo com OECD (2000), os ensaios com misturas tratam-se de testes
com substancias de multicomponentes, por compreenderem misturas complexas das
substancias individuais. Ainda de acordo com a publicacdo deste 6rgdo, existem
dois tipos de solucdes, as totalmente solUveis, e as parcialmente solUveis, onde as
amostras com estas caracteristicas desta pesquisa, levando em consideracdo as
concentracOes trabalhadas, todas foram totalmente solUveis, confirmando, assim,

gue as solucdes nédo tiveram formacdo de corpo de fundo, ndo necessitando a
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comprovacdo das concentragcfes testadas por outros equipamentos de andlise de
teor como cromatografos, ou espectrofotbmetros.

Os resultados finais, e a determinacdo da CEso nos ensaios, podem ser
verificados na Tabela 16 para analise dos efeitos toxicolégicos dos solventes
testados individualmente e suas misturas. Constam nesta Tabela os resultados da
CEso de cada amostra, sendo as amostras de solventes testadas isoladamente,
assim como as suas misturas nos organismos, D. similis e D. magna. Em uma
andlise comparativa inicial entre os organismos, pode-se verificar que a D.similis
apresentou uma sensibilidade maior aos solventes do que a D. magna. Dentro do
observado, verificou-se que a CEso dos ensaios dos solventes individuais para D.
similis ficaram na faixa entre 6.000 mg.L* a 8.000 mg.L!, para os solventes nédo
halogenados, e 300 mg.L* a 1.600 mg.L* para os solventes halogenados. Para D.
magna a faixa dos resultados diferenciou-se para 19.000 mg.Lt a 22.000 mg.L?
para os ndo halogenados e 500 mg.L! a 2.200 mg.L? para os halogenados.

Outro ponto importante que deve ser considerado, entre a diferenca da dose-
resposta dos dois sistemas teste, foi o resultado dos ensaios com a mistura em
partes iguais (50/50) entre os solventes halogenados e ndo halogenados. Com os
resultados dos solventes ndo halogenados, verificou-se que a CEso para a D. similis
foi maior com a mistura dos solventes, sendo que as concentragbes letais
praticamente dobraram com relagdo a CEso dos organismos testados com o0s
solventes individuais. No caso da D. magna a CEso da mistura dos solventes
mantiveram-se, praticamente, na mesma faixa dos resultados dos solventes
testados individualmente. Com relacdo aos solventes halogenados a CEso para a D.
similis foi maior com a mistura dos solventes, sendo que as concentracdes letais
apresentaram-se com um valor bem acima da faixa da toxicidade do teste com
diclorometano isolado, ou seja, sendo acima de 1.500 mg.L!. Da mesma forma
ocorreu com o teste da D. magna, a CEso da mistura dos solventes mantiveram-se,
praticamente, na mesma faixa dos resultados do solvente diclorometano testado

individualmente, entre 1.800 mg.L? e 2.200 mg.L™.
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Tabela 16 - Resultados da CEso dos Ensaios Ecotoxicolégicos em microcrustaceos

Solventes (mg.L™?)

Acetonitrila/
) Acetonitrila/ Diclorometano/ Metanol/
Organismos  Acetonitrila Metanol  Diclorometano Cloroférmio Metanol Cloroférmio Diclorometano/
(50/50) (50/50) Cloroférmio
(25 al)
D. similis 6830,2 7845,8 947,1 304,52 15422 1565,83 3404,36

D. magna 21763,8 19614,6 1894,65 555,83 21022 2176, 38 2679,43

Diante destes resultados foi possivel avaliar, também, se nestes testes a
toxicidade das misturas dos solventes aumentou, se comparados com 0s resultados
dos testes com eles isolados, ou se ocorreu somente um efeito antagbénico. Portanto,
ao se observar os resultados da CEso da mistura nestes ensaios, que se apresentou
na faixa 15.400 mg.L't a 21.100 mg.L* para acetonitrila e metanol, e 1.500 mg.L* a
2.200 mg.L! para diclorometano e cloroférmio, ndo se pode afirmar que ocorreu uma
potenciacdo nas amostras da mistura dos solventes, se comparados com 0s
resultados dos solventes testados isoladamente. No caso da D. similis, a amostra
com a mistura dos solventes apresentou um efeito toxicolégico menor se
comparados aos ensaios com o0s solventes testados individualmente. Desta forma,
considera-se que ocorreu um efeito antagénico, pois a mistura influenciou no
resultado se comparado aos testes com os produtos isoladamente, porém com o
valor de toxidade menor.

Da mesma forma ocorreu para 0s ensaios com a D. magna, onde verificou-se
gue os valores da toxicidade da mistura de todos os solventes mantiveram-se
semelhantes aos valores do teste individual do solvente diclorometano. Mas
comparando-se com os resultados do teste com cloroférmio, observa-se que o
resultado com a amostra de todos os solventes misturados apresentou um efeito
toxicol6gico menor para este organismo.

Para a mistura entre os solventes halogenados e os ndo halogenados, tendo
a sua divisdo de concentracfes em partes iguais entre 0s quatro solventes testados,
observou-se que ao compararmos com 0s resultados da mistura total, somente com
a mistura dos solventes halogenados, pode-se considerar que ndo ocorreu nenhum
efeito, pois o0s resultados mantiveram-se praticamente na mesma faixa de

toxicidade, ou seja, entre 1.500 mg.L* a 3.500 mg.L* para D. similis, e 2.000 mg.L*
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a 2.700 mg.L* para D. magna. Desta forma, pode-se verificar que as misturas dos
solventes clorados potencializam o efeito toxico dos solventes ndo halogenados,
resultando em uma potenciagdo da toxicidade para D. similis de 4,5 vezes, comum
resultado inicial de 15.422 mg.L* da mistura entre os solventes ndo halogenados, e
para uma concentragdo final de 3.404 mg.L! da mistura entre os solventes nédo
halogenados com os halogenados. Semelhantemente para D.magna, o aumento do
potencial foi de 7,8 vezes, ou seja, de uma concentragdo de 21.022 mg.L? para a
mistura somente com solventes ndo halogenados, a mistura com todos os solventes
a concentracdo da toxicidade ficou em 2.679 mg.L*.

De acordo com o que foi apresentado por estes ensaios, € possivel, também,
estabelecer uma analise comparativa com os dados da toxicidade do diclorometano
e cloroférmio para D. magna presentes nas suas fichas técnicas de seguranca.
Nesta ficha os resultados da CEso constam, respectivamente, de 1.682 mg.Lt e 79
mg.L?, utilizando a metodologia DIN 38412 (MERCK, 2013), estando, portanto,
semelhante a CEso apresentada por este trabalho neste mesmo organismo, que foi
de 1.894 mg.L%, com a amostra de diclorometano. No caso do cloroférmio, o
resultado foi de 555,8 mg.L, porém a metodologia e as condigcbes dos ensaios
foram diferentes dos resultados apresentados pelas fichas de seguranca. No caso
dos testes com D. similis, ndo foram encontrados estudos recentes para tracar
outras avaliacbes comparativas de acordo com esta referéncia.

Ao se comparar 0s resultados destes ensaios com os valores de referéncia da
publicacdo dos Critérios de Saude Ambiental sobre Seguranca Quimica da
Organizacdo Mundial da Saude — OMS (WHO, 1993; WHO, 1997), a CEso para
D.magna do produto metanol e acetonitrila € de >10.000 mg.L%. Com estes dados
observa-se que os valores apresentados por este trabalho estdo préximos, sendo a
CEso0 21.763 mg.L! para acetonitrila e 19.614 mg.L! para o metanol.

Em estudos mais recentes com ensaios da toxicidade de diclorometano e
cloroférmio em microcrustaceos, efetuados pela Agéncia Ambiental Alema (UBA
2014), mostraram que quando os organismos sdo submetidos a ensaios com outras
metodologias, porém em condicbes de exposicdo semelhantes, apresentam
resultados semelhantes. De acordo com esta instituicdo alema, os testes efetuados
com D. magna demonstraram uma toxicidade de 758 mg.L* para diclorometano, e

220 mg.L* para cloroférmio. Considera-se que estando em condicdes semelhantes,
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e com um mesmo tempo de exposicdo referentes a esta pesquisa, os resultados

apresentaram-se semelhantes, devido a proximidade dos resultados.

6.6 Analise comparativa dos resultados entre os ensaios de organismos
diferentes

Apéds a andlise dos dados dos ensaios toxicolégicos, onde pode-se tragar um
comparativo entre os solventes testados individualmente e suas misturas, neste item
analisou-se a comparac¢ao dos resultados dos ensaios toxicolégicos com D. rerio, D.
similis e D. magna. Nesta analise, o principal fato constatado foi que os resultados
dos testes das misturas dos solventes mostraram mudancas nos efeitos
toxicologicos dos mesmos. Para os resultados da mistura dos solventes do mesmo
nivel tréfico, e em diferentes organismos, os efeitos, de forma geral, foram
considerados antagbnicos, porém, quando as misturas envolveram os solventes de
categorias diferentes, halogenados e nao halogenados, os efeitos toxicolégicos dos
solventes halogenados sobrepuseram-se as dos solventes ndo halogenados, e
assim potencializando a toxicidade da mistura dos solventes ndo halogenados.

A Tabela 16 mostra os resultados de trés ensaios de toxicidade aguda de trés
organismos diferentes com os solventes, sendo dois microcrustaceis, D. similis e D.
magna, e um de peixe, sendo o D. rerio. Nesta Tabela, verifica-se que a CLso dos
ensaios de toxicidade aguda em microcrustaceos e peixes, revelam uma linearidade,
ao se comparar as concentracdes dos testes das amostras individuais dos solventes
ndo halogenados, estando na faixa de 5.000 mg.L'! e 19.614 mg.L!, e os
halogenados, com as concentracdes entre 1.894 mg.L' e 307 mg.L?, com as
misturas das mesmas categorias, que apresentaram concentragcbes maiores, na
faixa de 307 mg.L*a 2.176 mg.L™!, para o diclorometano e cloroférmio, e 9.473 mg.L"
1a 21.022 mg.L1, para acetonitrila e metanol. Especificamente, para os resultados
das misturas das mesmas categorias (solventes ndo halogenados e dos
halogenados), somente o resultado de 6.830 mg.L*e 7.845 mg.L* com a D. similis
gue ficou caracterizado um efeito antagbnico, devido ao fato de que sua mistura
apresentou-se com uma CEso de 15.422 mg.L! . Para os demais ensaios ficou
caracterizado que as misturas néo interferiram nos resultados, apresentando os
resultados semelhantes ao do metanol, com a CEso de 21.022 mg.L* e 9.473 mg.L?,
para D. magna e D. rerio, respectivamente, e a CL%dos solventes halogenados

foram semelhantes a do diclorometano, referente os resultados de 2.176 mg.L! para
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D. magna, e semelhante ao cloroférmio, de acordo com a CEso de 307 mg.L! para
D. rerio. Para a mistura entre 0s quatro solventes, os resultados com o organismo D.
similis, também apresenta um resultado diferente com relacdo aos outros dois
organismos, a CEso encontrada neste teste de 3.404 mg.L* ficou equivalente ao
dobro dos resultados encontrados para a mistura de diclorometano e cloroférmio que
é de 1.565 mg.L ™.

Tabela 17 — Comparativo dos resultados da CEso dos organismos dos ensaios

agudos
_ Resultados da CEso dos ensaios agudos
Organismos
test_ados/ o _ Acetonitrila/
(Lrj:(‘lfli_i-dl(; Acetonitrila Metanol Aﬁg;ﬁg: al Diclorometano  Cloroférmio Dléllgig;g?ﬁgd Cll\cfr?%?%o /
Diclorometano
D.similis 6830 7845 15422 947 304 1565 3404
D.magna 21763 19614 21022 1894 555 2176 2679
breric 5000 10153 9473 707 329 307 707

Como parte da analise dos resultados, e ao se comparar a toxicidade dos
solventes entre dois organismos, na Tabela 18 constata-se que a C. dubia e as
larvas de D. rerio, mesmo distintos, os resultados sdo semelhantes. Quando se
verifica a relacdo entre os resultados dos solventes ndo halogenados testados
individualmente e suas misturas, assim como os solventes halogenados individuais e
misturados, e a mistura em partes iguais dos quatro solventes, € possivel observar
que a toxicidade é menor na faixa dos ndo halogenados apresentando o CENO na
faixa de 625 mg.L? e 1562,5 mg.L, que pelo qual aumenta em pelo menos 10
vezes para os solventes halogenados, estando o CENO em uma faixa de 125 mg.L*
a 312,5 mg.L'1, e quando ocorre a mistura, mesmo tendo 50% de solventes n&o
halogenados, verifica-se que a presenca dos ndo halogenados nao interferem
representativamente na toxicidade dos halogenados, onde ocorre uma leve redugéo

da toxicidade, para uma faixa de 125 mg.L*a 312,5 mg.LL.
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Tabela 18 — Comparativo dos resultados de CENO e CEO entre organismos

Expresséo dos Resultados (mg.L™)

Amostras de

Solventes Ceriodaphnia Larva de D. rerio
CENO CEO VC CENO CEO VC
Acetonitrila 1250 2500 1768 625 1250 884
Metanol 1250 2500 1768 1562,5 3125 2210
Acetonitrila/ Metanol 1250 2500 1768 1562,5 3125 2210
Cloroférmio 125 250 177 62,5 125 88,4
Diclorometano 125 250 177 62,5 125 88,4

Cloroférmio/
Diclorometano
Acetonitrila/
Metanol/
Cloroférmio/
Diclorometano

312,5 625 442 125 250 177

312,5 625 442 125 250 177

Ao se comparar estas mesmas espécies expostas aos solventes
halogenados, mesmo sendo a sensibilidade aos contaminantes diferente entre os
organismos, nesta exposicao, observou-se uma proximidade entre as concentracdes
gue surtiram os efeitos toxicoldgicos nos dois organismos. Fato semelhante, ocorre,
mesmo quando as misturas de solventes halogenados séo solubilizados as misturas
dos solventes nao halogenados, onde os resultados permaneceram préximos aos
mesmos resultados das misturas entre os solventes halogenados. Portanto, o que
pode-se salientar na analise deste gréafico, é a diferenca dos efeitos toxicolégicos
entre 0s organismos, quando expostos aos solventes ndo halogenados, e as suas
semelhancas diante da resposta de exposi¢céo perante os solventes halogenados.

Como mostra a Tabela 19, a D. similis, é a Unica espécie que apresentou
resultados diferentes se comparado aos outros organismos, pois, de acordo com 0s
resultados, esta espécie apresentou uma CEso muito semelhante entre os solventes
acetonitrila e metanol, onde as demais apresentaram a CEso da acetonitrila sempre
menor do que a do metanol. Outro ponto a ser destacado é que foi a Unica a
apresentar efeito antagonico na mistura entre os solventes ndo halogenados. A D.
magna apresentou uma sensibilidade toxicolégica semelhante a D. similis, quando
comparados aos ensaios com 0s solventes ndo halogenados, onde os resultados da
CEso também apresentou-se semelhante, ndo sendo caracterizado nenhum tipo de

efeito antagdnico ou de potenciacgéo.
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Tabela 19 — Resultados dos ensaios toxicoldégicos comparativos entre 0s organismos

Ceriodaphnia Larva de
D. D. D.rerio  (mg.L? )p D. rerio
SOLVENTES similis  magna (rﬁ L) 9: (mg.L?)
(mg.L?) (mg.L?) g
CENO CENO
Acetonitrila 6830 21763 5000 1250 625
Metanol 7845 19614 10153 1250 1562
Acetonitrila/ Metanol 15422 21022 9473 1250 1562
Diclorometano 947 1894 707 125 62,
Cloroférmio 304 555 329 125 62
Diclorometano/ 1565 2176 307 312 125
Cloroférmio
Acetonitrila/
Metanol/ 3404 2679 707 312 125

Cloroférmio/
Diclorometano

No grafico da Figura 11, pode-se analisar, através de uma abordagem geral, os
comparativos dos resultados de todos o0s ensaios relacionados a todos os

organismos expostos.

Grafico dos resultados de todos os ensaios

Acetonitrila/ Metanol/ Cloroférmio/ ...
Diclorometano/ Cloroférmio
Claroférmio
Diclorometano
Acetonitrila/ Metanol

Metanol

Acetonitrila

|r|l|l1‘l

=]

5000 10000 15000 20000 25000

Concentracdo (mg.L?t)
M Larva de D. rerio CENO B C. ddbia CENO D.rerioc  MD.magna MD.similis
Figura 11 - Gréfico dos resultados de todos o0s ensaios

Nos ensaios com D. rerio a acetonitrila se apresentou com uma toxicidade

maior do que a do metanol, da mesma forma, o cloroformio em relagdo ao
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diclorometano. Nos testes com as misturas, os resultados com o0s solventes n&o
halogenados foi semelhante ao do metanol, e para os halogenados o resultado foi
semelhante ao mais téxico, no caso o cloroférmio. Na mistura dos quatro solventes,
o resultado foi semelhante a toxicidade do diclorometano.

Para os ensaios cronicos, com as larvas de D. rerio e C. dubia, os resultados
do CENO mostraram-se semelhantes. Pode-se observar que os graus de toxicidade
dos solventes testados nos dois organismos encontram-se distintos, mostrando a
acetonitrila com uma toxicidade maior que a do metanol nos ensaios com as
misturas em partes iguais, e para os solventes halogenados, o cloroférmio sendo
mais toxico que o diclorometano. Nos ensaios com as misturas entre os solventes
halogenados, o resultado encontrado foi o dobro dos valores se comparados aos
ensaios com os solventes individuais, apresentando, assim, um efeito antagonico.
Para a mistura entre os quatro solventes, os resultados destes ensaios cronicos
apresentaram-se igual ao dos ensaios com a mistura dos solventes halogenados,
confirmando uma potenciacdo dos efeitos toxicolégicos, se comparados aos
resultados da mistura com solventes ndo halogenados, sendo um aumento em 4

vezes para C. dubia e 11 vezes para as larvas de D.rerio.
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7 CONSIDERAQOES FINAIS

Em laboratérios que ndo possuem sistemas de gerenciamento de residuos
adequados contemplando segregacao, armazenamento e destinacdes corretas para
os residuos liquidos que possuem solventes halogenados e ndo halogenados em
sua composicdo principal, nos processos de descartes que ocorrem misturas
variadas, devido a falta de um sistema padréo de procedimentos para estes fins,
possivelmente, grande parte dos descartes séo escoados diretamente no sistema de
esgoto. Os resultados desta pesquisa mostraram a ocorréncia de um aumento do
potencial toxicolégico destas misturas, com relacdo aos produtos quimicos
utilizados, principalmente na combinacdo de solventes halogenados e né&o
halogenados, aumentando, assim, as possibilidades do impacto destes residuos nos
corpos hidricos superficiais.

Pelo fato de que estes estudos foram desenvolvidos com concentragbes em
partes iguais nas misturas dos solventes, para se determinar resultados com relagao
a misturas de concentragcbes variadas sdo necessarios estudos e pesquisas
especificos com ensaios e métodos em niveis gradientes de concentracdes, sendo os
resultados desta pesquisa dados que podem servir de referéncia para novas frentes de
pesquisa.

Assim, com as confirma¢cBes da existéncia dos efeitos tdxicos agudos e
crénicos nos organismos desta pesquisa, levantou-se a necessidade de se efetuar
uma analise comparativa com os padrdes de concentracfes limites, para
lancamento de efluentes em corpos hidricos presentes nas legislacdes nacionais.
Porém, devido a falta da presenca das moléculas dos solventes testados, nas
normas e resolucdes, e a possibilidade, na sua auséncia nos valores de referéncia,
de se estabelecer estudos ecotoxicolégicos dos efluentes com a aprovacdo dos
orgdos oficiais ambientais, suscita-se, assim, a necessidade de se estabelecer
estudos ecotoxicolégicos padronizados, ou até mesmo a publicacdo de listagens
com critérios e parametros atualizados de concentracbes padrbes de lancamento,
semelhante a metodologia e politica adotada pela EPA (BRASIL, 2011; CETESB,
2001).
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8 CONCLUSAO

Diante de todos os pontos analisados e discutidos, e com base nos resultados
obtidos através dos ensaios toxicoldégicos agudos e cronicos efetuados em
organismos de dois niveis tréficos do meio aquatico, constatou-se que houve a
potenciacdo dos efeitos toxicos em torno de 5 a 10 vezes, quando as misturas em
partes iguais dos solventes néo halogenados (acetonitrila e metanol) sdo misturados
com os solventes halogenados (cloroférmio e diclorometano), confirmando a
premissa da hipotese levantada pela pesquisa.

Os solventes acetonitrila, metanol, cloroférmio e diclorometano, testados
individualmente e em misturas, causam efeitos agudos em D. similis, e D. magna.

Os solventes acetonitrila, metanol, cloroférmio e diclorometano, testados
individualmente e em misturas, causam efeitos agudos em D. reio da fase adulta.

Os solventes acetonitrila, metanol, cloroformio e diclorometano, testados
individualmente e em misturas, causam efeitos crénicos em C. dubia

Os solventes acetonitrila, metanol, cloroformio e diclorometano, testados

individualmente e em misturas, causam efeitos crénicos em D. rerio da fase larval.
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ANEXO A - Lista de tabelas e compilacdes de concentracdes conforme
registros dos estudos de Determinacdo da CEso dos solventes acetonitrila,
metanol, cloroféormio, diclorometano e suas misturas utilizando
microcrustaceos

Tabela 1 — Relagcdo de solventes e concentragfes finais do teste preliminar para
determinacao da toxicidade dos solventes para D.magna

Solventes Pesagens (mg) Concentragao final
(mg.L?)

Acetonitrila 10000 100000

Metanol 10000 100000

Cloroférmio 1000 10000

Diclorometano 1000 10000

Acetonitrila/ Metanol 10000 100000

Cloroférmio/ Diclorometano 1000 10000

Acetonitrila/ Metanol/ 1000 10000

Cloroférmio/ Diclorometano

Tabela 2 - Preparo das solugdes para o teste preliminar para determinagéo da
toxicidade dos solventes para D.magna

Soluco estogue Volume dalsplugéo Volume final Concentra}géo teste
(mg.LY) estoque adicionado (mL) obtida
' (mL) (mg.L?)
100000 100 100 100000
100000 10 100 10000
10000 10 100 1000
1000 10 100 100
Controle 0 100 0

Tabela 3 — Relacdo de solventes e concentragfes finais do teste definitivo para
determinacao da toxicidade dos solventes para D.magna

Solventes Pesagens (mg) Concentracéao final
(mg.L™Y)

Acetonitrila 10000 100000

Metanol 10000 100000

Cloroférmio 50 5000

Diclorometano 50 5000

Acetonitrila/ Metanol 10000 100000

Cloroférmio/ Diclorometano 50 5000

Acetonitrila/ Metanol/ 50 5000

Cloroférmio/ Diclorometano
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Tabela 4 - Preparo das solucdes para o teste definitivo para determinacdo da
toxicidade dos solventes para D.magna

Soluco estogue Volume dalsplugéo Volume final Concentra}géo teste
(mg.LY) estoque adicionado (mL) obtida
' (mL) (mg.L™)
100000 100 100 100000
100000 50 100 50000
100000 25 100 25000
100000 13 100 12500
100000 6,5 100 6250
5000 100 100 5000
5000 50 100 2500
5000 25 100 1250
5000 13 100 625
5000 6,5 100 312,5
Controle 0 100 0

Tabela 5 — Relagdo de solventes e concentragdes finais do teste preliminar para
determinacao da toxicidade dos solventes para D.similis

Solventes Pesagens (mg) Concentragao final
(mg.L?t)

Acetonitrila 10000 100000

Metanol 10000 100000

Cloroférmio 1000 10000

Diclorometano 1000 10000

Acetonitrila/ Metanol 10000 100000

Cloroférmio/ Diclorometano 1000 10000

Acetonitrila/ Metanol/ 1000 10000

Cloroférmio/ Diclorometano

Tabela 6 - Preparo das solucfes para o teste preliminar para determinacéo da
toxicidade dos solventes para D.similis

~ Volume final ~
~ Volume da solucao Concentracéo teste
Solucgéo estoque > (mL) :
1 estoque adicionado obtida
(mg.L ) (mL) (completado com (mg.LY)
agua de diluicdo — M4) g
100000 100 100 100000
100000 10 100 10000
10000 10 100 1000
1000 10 100 100

Controle 0 100 0
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Tabela 7 — Relacdo de solventes e concentracfes finais do teste definitivo para
determinacao da toxicidade dos solventes para D.similis

Concentracao final

Solventes Pesagens (m

gens (mg) (mg.LY)
Acetonitrila 10000 100000
Metanol 10000 100000
Cloroférmio 50 5000
Diclorometano 50 5000
Acetonitrila/ Metanol 10000 100000
Cloroférmio/ Diclorometano 50 5000
Acetonitrila/ Metanol/ 50 5000

Cloroférmio/ Diclorometano

Tabela 8 - Preparo das solucdes teste para o teste definitivo da determinacéo da
toxicidade dos solventes para D.similis

Solucio estoque Volume da_s_oluc;éo Volume final Concentrggéo teste
(mg.L ) estoque adicionado (mL) obtida
' (mL) (mg.L™h)
Magna
100000 100 100 100000
100000 50 100 50000
100000 25 100 25000
100000 13 100 12500
100000 6,5 100 6250
5000 100 100 5000
5000 50 100 2500
5000 25 100 1250
5000 13 100 625
5000 6,5 100 312,5
Similis
100000 20 100 20000
100000 10 100 10000
10000 50 100 5000
5000 25 100 2500
5000 25 100 1250
5000 20 100 1000
5000 13 100 625
5000 10 100 500
5000 6,5 100 312,5
5000 5 100 250
5000 2,5 100 156,2
5000 1,25 100 125
5000 0,712 100 62,5
5000 0,306 100 31,25

Controle 100 100 -
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Tabela 9 — Relacdo de solventes e concentragcfes finais do teste preliminar para
determinacao da toxicidade dos solventes para C. dubia

Solventes Pesagens (mg) Concentracéao final
(mg.L?)
Acetonitrila 500,035 100000
Metanol 500,101 100000
Cloroférmio 500,046 100000
Diclorometano 500,022 100000
Acetonitrila/ Metanol 500,110 100000
Cloroférmio/ Diclorometano 500,009 100000
Acetonitrila/ Metanol/ 500,156 100000

Cloroférmio/ Diclorometano

Tabela 10 — Relacdo de solventes e concentracdes finais do teste definitivo para
determinacao da toxicidade dos solventes para C. dubia

Concentracao final

Solventes Pesagens (mg)
(mg.L?)

Acetonitrila 2000 10000
Metanol 2000 10000
Cloroférmio 400 2000
Diclorometano 400 2000
Acetonitrila/ Metanol 2000 10000
Cloroférmio/ Diclorometano 2000 10000
Acetonitrila/ Metanol/ 2000 10000

Cloroférmio/ Diclorometano
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Tabela 11 - Preparo das solugdes teste para o teste definitivo para determinacéo da
toxicidade dos solventes para C. dubia

Solucio estoque Volume da_s_oluc;éo Volume final Concentra}géo teste
(mg.L ) estoque adicionado (mL) obtida
' (mL) (mg.L™h
Acetonitrila; Metanol; Acetonitrila e Metanol; Acetonitrila/Metano/Cloroformio/ Diclorometano
10000 100 100 10000
10000 50 100 5000
10000 25 100 2500
10000 13 100 1250
10000 6,5 100 625
10000 3,25 100 312,5
Cloroférmio/ Diclorometano
2000 100 100 2000
2000 50 100 1000
2000 25 100 500
2000 12,5 100 250
2000 6,25 100 125

Controle 100 100 -
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ANEXO B - Lista de tabelas e compilacbes de concentracdes conforme
registros dos estudos de determinacdo da CEso dos solventes acetonitrila,
metanol, cloroformio, diclorometano e suas misturas utilizando peixes e larva

de peixes

Tabela 1 — Relagao de solventes e concentragdes finais do teste preliminar para a
determinacao da CLso dos solventes em D. rerio

Solventes Pesagens (mg) Concentragao final
(mg.L?)
Acetonitrila 500,021 100000
Metanol 500,057 100000
Cloroférmio 500,034 100000
Diclorometano 500,087 100000
Acetonitrila/ Metanol 500,125 100000
Cloroférmio/ Diclorometano 500,276 100000
Acetonitrila/ Metanol/ 500,456 100000

Cloroférmio/ Diclorometano

Tabela 2 - Preparo das solugdes para o teste preliminar para a determinagéo da
CLso dos solventes em D. rerio

Volume da Volume final
. solucao (mL) Concentragao teste
Solugéo estoque Volume de .
estoque ) obtida
(mg.L?) - agua (mL)
adicionado (mg.L?)
(mL)
100000 300 2700 3000 10000
100000 30 2970 3000 1000
100000 3 2997 3000 100
1000 3 2997 3000 10
Controle - - 3000 3000




Tabela 3 — Relacao de solventes e concentragdes finais do teste definitivo

Solventes Pesagens (mg) Concentracao final
(mg.L?)

Acetonitrila 62501,1 62500

Metanol 312500,1 312500

Cloroférmio 312,52 3125

Diclorometano 625,05 6250

Acetonitrila/ Metanol 312500,1 312500

Cloroférmio/ Diclorometano  1250,2 12500

Acetonitrila/ Metanol/ 625,1 6250

Cloroférmio/ Diclorometano
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Tabela 4 - Preparo das solugdes, respectivos volumes e concentracfes para o teste
definitivo para a determinagéo da CLso dos solventes em D. rerio

Volume da Volume final
solucao (mL) Concentragéo teste
Solucgéo estoque Volume de .
estoque obtida
(mg.L™) i agua (mL)
adicionado (mg.L?)
(mL)
Acetonitrila
62500 480 2520 3000 10000
62500 240 2760 3000 5000
62500 120 2880 3000 2500
62500 60 2940 3000 1250
62500 30 2970 3000 625
Controle - - 3000 -
Metanol; Metanol/Acetonitrila
312500 480 2520 3000 50000
312500 240 2760 3000 25000
312500 120 2880 3000 12500
312500 60 2940 3000 6250
312500 30 2970 3000 3125
Controle - - 3000 -
Diclorometano; Acetonitrila/ Metanol/ Diclorometano/ Cloroférmio
6250 480 2520 3000 1000
6250 240 2760 3000 500
6250 120 2880 3000 250
6250 60 2940 3000 125
6250 30 2970 3000 62,5
Controle - - 3000 -
Cloroférmio
3125 480 2520 3000 500
3125 240 2760 3000 250
3125 120 2880 3000 125
3125 60 2940 3000 62,5
3125 30 2970 3000 31,25
Controle - - 3000 -
Clorofdérmio/ Diclorometano
12500 480 2520 3000 2000
12500 240 2760 3000 1000
12500 120 2880 3000 500
12500 60 2940 3000 250
12500 30 2970 3000 125

Controle - - 3000 -
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Tabela 5 - Preparo das solucdes teste para o teste definitivo de determinacdo da
CLso dos solventes em D. rerio

Volume da Volume final
solucao (mL) Concentragéo teste
Solucgéo estoque Volume de _
estoque obtida
(mg.L™) i agua (mL)
adicionado (mg.LY)
(mL)
Acetonitrila
62500 480 2520 3000 10000
62500 240 2760 3000 5000
62500 120 2880 3000 2500
62500 60 2940 3000 1250
62500 30 2970 3000 625
Controle - - 3000 -
Metanol; Metanol/Acetonitrila
312500 480 2520 3000 50000
312500 240 2760 3000 25000
312500 120 2880 3000 12500
312500 60 2940 3000 6250
312500 30 2970 3000 3125
Controle - i 3000 i
Diclorometano; Acetonitrila/ Metanol/ Diclorometano/ Cloroférmio
6250 480 2520 3000 1000
6250 240 2760 3000 500
6250 120 2880 3000 250
6250 60 2940 3000 125
6250 30 2970 3000 62,5
Controle - - 3000 -
Cloroférmio
3125 480 2520 3000 500
3125 240 2760 3000 250
3125 120 2880 3000 125
3125 60 2940 3000 62,5
3125 30 2970 3000 31,25
Controle - - 3000 -
Cloroférmio/ Diclorometano
12500 480 2520 3000 2000
12500 240 2760 3000 1000
12500 120 2880 3000 500
12500 60 2940 3000 250
12500 30 2970 3000 125

Controle - - 3000 -
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Tabela 6 — Relacéo de solventes e concentragfes finais do teste preliminar para a
determinacao a toxicidade crénica para D. rerio

Solventes Pesagens (mg) Concentracgéo final
(mg.L?)
Acetonitrila 500,021 100000
Metanol 500,057 100000
Cloroférmio 500,034 100000
Diclorometano 500,087 100000
Acetonitrila/ Metanol 500,125 100000
Cloroférmio/ Diclorometano 500,276 100000
Acetonitrila/ Metanol/ 500,456 100000

Cloroférmio/ Diclorometano

Tabela 7 - Preparo das solucfes para o teste preliminar para a determinacdo a

toxicidade crénica para D. rerio

Solucéo estoque  Volume da solucéo Volume final completado Concentragcdo nominal

(mg.L1) estoque utilizado (mL) com agua de diluicdo (mL) obtida (mg.L™?)
Agua de diluicdo 0 500 Controle
100000 500 500 100000
100000 50 500 10000
10000 5 500 1000
10000 50 500 100
100 5 500 10

Tabela 8 — Relacdo de solventes e concentracdes finais do teste definitivo para a
determinacao a toxicidade cronica para D. rerio

Solventes Pesagens (mg) Concentracéao final
(mg.L?)

Acetonitrila 10000,05 10000

Metanol 50000,03 50000

Cloroférmio 500,01 500

Diclorometano 1000,12 1000

Acetonitrila/ Metanol 50000,01 50000

Cloroférmio/ Diclorometano  1000,13 1000

Acetonitrila/ Metanol/ 2000,09 2000

Cloroférmio/ Diclorometano
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Tabela 9 - Preparo das solucdes para o teste definitivo para a determinacéo a

toxicidade cronica para D. rerio

Solucéo estoque
(mg.L?)

Volume da solugao
estoque utilizado (mL) com agua de diluicdo (mL)

Volume final completado Concentragdo nominal

obtida (mg.L™?)

Agua de diluico 500 500 Controle
Acetonitrila

10000 0 500 10000

10000 500 1000 5000
5000 500 1000 2500
2500 500 1000 1250
1250 500 1000 625

Metanol; Acetonitrila/ Metanol

50000 0 500 50000

50000 500 1000 25000

25000 500 1000 12500

12500 500 1000 6250
6250 500 1000 3125

Diclorometano; Cloroférmio/ Diclorometano
1000 0 500 1000
1000 500 1000 500
500 500 1000 250
250 500 1000 125
125 500 1000 62,5
Cloroférmio
500 0 500 500
500 500 1000 250
250 500 1000 125
125 500 1000 62,5
62,5 500 1000 31,25
Acetonitrila/ Metanol/ Cloroférmio/ Diclorometano

2000 0 500 2000
2000 500 1000 1000
1000 500 1000 500
500 500 1000 250
250 500 1000 125
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ANEXO C - Lista de tabelas e compilacdes de concentracdes conforme
registros dos estudos de determinacdo da CEso em C. dubia dos solventes
acetonitrila, metanol, cloroférmio, diclorometano e suas misturas

Tabela 1 — Resultados do teste de toxicidade cronica com C. dibia com a amostra
de acetonitrila

Solucdes Reproducao (em n° de jovens) e Sobrevivéncia dos Organismos
teste Trocas Réplicas
(mg.L™) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
10 0+ 0+ O+ O+ O+ O+ 0+ 0+ 0+ 0+
20 O+ O+ O+ O+ O+ O+ 0+ 0+ O+ O+
10000 5 0+ O+ O+ O+ O+ O+ O+ O+ O+ O+
Total: 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1° Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov
5000 20 Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov
30 Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov
Total: 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1° Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov
2500 20 3v 4v 2V 2V 3v 3v 2V 4v 3v 4v
30 v 8v 5v 6v 8v 8v v 8v v v
Total: 10 12 7 8 11 11 9 12 10 11
1° Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov
1250 20 8v v v 6v 5v v 8v 8v 6v 6V
30 12 14 10 13 10 14 12 12 11 14
Total: 20 21 17 19 15 21 20 20 17 20
1° Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov
20 9v v I4% 8v 6v v 5v 6v v ra%
625 3° 13v 11v 10v 13v 12v 13v 14v 11v 12v  12v
Total: 22 18 17 21 18 20 19 17 19 19
1° Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov
20 8v 6v 8v 9v v v 8v 6v 5v v

Contole 30 43y 11v  12v 13y 1ov  13v 14y 12v  1lv 12y

Total: 21 17 20 22 17 20 22 18 16 19

Nota: +: mortas; v: vivas
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Tabela 2 — Resultados do teste de toxicidade cronica com C. dubia com a amostra

de metanol
Solugdes Reproducao (em n° de jovens) e Sobrevivéncia dos Organismos
teste Trocas Réplicas

(mg.L?) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
10 0+ O+ O+ O+ O+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+

20 O+ O+ O+ O+ O+ 0+ 0+ 0+ 0+ O+

10000 5 0+ O+ O+ O+ O+ O+ O+ O+ O+ O+

Total: 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

1° Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov

5000 20 Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov
3° Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov

Total: 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

1° Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov

2500 20 3v 4v 4v 2v 3v 2V 4v 3v 4v 3v
30 8v v 8v 5v 6v 5v 8v 8v A% 6v

Total: 11 11 12 7 9 7 12 11 11 9

1° Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov

1250 20 8v 9v 6v 8v 5v v 6v 8v v v
30 13v 12v 13v 11v 14v 13v 12v 14v 13v  10v

Total: 21 21 19 19 19 19 20 22 20 17

1° Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov

625 20 8v 5v I4% 8v v 6v Ia% v 6v Ia%
30 14v 10v 13v 12v 11v 13v 14v 12v 11v  13v

Total: 22 15 20 20 20 19 21 19 17 20

1° Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov

Controle 20 8v 6v 8v v v Ia% 8v 6v 5v Ia%
30 13v 11v 12v 13v 10v 13v 14v 12v 11v  12v

Total: 21 17 20 22 17 20 22 18 16 19

Nota: +: mortas; v: vivas
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Tabela 3 — Resultados do teste de toxicidade crbnica com C. dubia com a amostra
de metanol e acetonitrila

Solugdes Reproducao (em n° de jovens) e Sobrevivéncia dos Organismos
teste Trocas Réplicas

(mg.L?) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
10 0+ 0+ O+ O+ O+ O+ 0+ 0+ 0+ 0+
20 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ O+ 0+ 0+ O+ O+
10000 5 0+ O+ O+ O+ O+ O+ O+ O+ O+ O+
Total: 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1° Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov
5000 20 Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov
3° Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov
Total: 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1° Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov
2500 20 4v 2V 2V 3v 4v 2v 3v 4v 2v 2v
30 8v 5v 6v 8v v 6v 8v 8v 5v v
Total: 12 7 8 11 11 8 11 12 7 9
1° Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov
1250 20 5v v 9v 8v 6v v Ia% 8v 5v 6v

30 11lv 13v 14v 13v 11lv 12v 13v 14v 10v 13v
Total: 16 20 23 21 17 19 20 22 15 19

1° Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov
625 20 8v 8v 6v 5v v 9v 8v v 6v 6v
3° 14v 10v 13v 12v 13v 13v 11v 14v 13v  12v
Total: 22 18 19 17 20 22 19 21 19 18
1° Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov
20 8v 6v 8v 9v v v 8v 6v 5v v
Controle

30 13v 11lv 12v 13v 10v 13v 14v 12v 11v  12v
Total: 21 17 20 22 17 20 22 18 16 19

Nota: +: mortas; v: vivas
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Tabela 4 — Resultados do teste de toxicidade crbnica com C. dubia com a amostra
de cloroférmio

Solucdes Reproducao (em n° de jovens) e Sobrevivéncia dos Organismos
teste Trocas Réplicas

(mg.L?) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
10 0+ O+ O+ O+ O+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+

20 O+ O+ O+ O+ O+ 0+ 0+ 0+ 0+ O+

2000 30 0+ O+ O+ O+ O+ 0+ 0+ 0+ 0+ O+

Total: 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

1° Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov

1000 20 Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov
3° Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov

Total: 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

1° Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov

500 20 2V 2V 3v 2v 4v 3v 2V 2V 3v 2v
30 5v 6v 5v v 6v 5v 5v v 6v 5v

Total: 7 8 8 9 10 8 7 9 9 7

1° Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov

250 20 4v 3v 2V 2v 3v 4v 2V 3v 4v 2v
30 8v v 5v 6v 8v 8v 6v v 8v 5v

Total: 12 10 7 8 11 12 8 10 12 7

1° Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov

125 20 8v 5v I4% v 8v Ia% 6v 5v v 6v
30 10v 14v 13v 12v 14v 14v 13v 11v 12v  12v

Total: 18 19 20 21 22 21 19 16 19 18

1° Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov

20 5v 8v 9v v 5v 6v 6v 8v v 8v

Controle 5 13v. 10v  14v  13v  12v  13v  11v  14v  14v 13v

Total: 18 18 23 20 17 19 17 22 21 21

Nota: +: mortas; v: vivas
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Tabela 5 — Resultados do teste de toxicidade crbnica com C. dubia com a amostra
de diclorometano

Solugdes Reproducao (em n° de jovens) e Sobrevivéncia dos Organismos
teste Trocas Réplicas
(mg.L?) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
10 0+ 0+ O+ O+ O+ O+ 0+ 0+ 0+ 0+
20 O+ O+ O+ O+ O+ O+ 0+ 0+ O+ O+
2000 30 0+ 0+ O+ O+ O+ O+ 0+ 0+ O+ O+
Total: 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1° Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov
1000 20 Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov
3° Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov
Total: 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1° Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov
500 20 3v 2V 4v 2V 3v 4v 2V 2V 3v 3v
30 6v 5v v 5v 6v 6v 5v 5v v 6v
Total: 9 7 11 7 9 10 7 7 10 9
1° Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov
250 20 3v 4v 4v 3v 2v 4v 3v 3v 4v 3v
30 8v 8v v 6v 8v v 8v 6v v 8v
Total: 11 12 11 9 10 11 11 9 11 11
1° Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov
125 20 v 5v 6v 6v 8v 8v Ia% 9v 5v 8v
30 14v 13v 10v 10v 13v 14v 13v 14v 12v  11v
Total: 21 18 16 16 21 22 20 23 17 19
1° Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov
20 5v 8v 9v I4% 5v 6v 6v 8v ra% 8v

Controle 5 13v. 10v  14v  13v  12v  13v  11v  14v  14v 13v

Total: 18 18 23 20 17 19 17 22 21 21
Nota: +: mortas; v: vivas



129

Tabela 6 — Resultados do teste de toxicidade cronica com C. dubia com a amostra
de cloroférmio e diclorometano

Solugdes Reproducao (em n° de jovens) e Sobrevivéncia dos Organismos
teste Trocas Réplicas

(mg.L?) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1° 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+
20 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+
10000 5 0+ O+ O+ O+ O+ O+ O+ O+ O+ O+
Total: 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1° 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+
20 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+
5000 0+ O+ O+ O+ O+ O+ O+ O+ O+ O+
Total: 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1° 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+
20 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+
2500 5 0+ O+ O+ O+ O+ O+ O+ O+ O+ O+
Total: 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1° Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov
1250 20 Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov
30 Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov
Total: 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1° Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov
625 20 3v 2V 3v 4v 4v 3v 2V 2V 4v 3v
30 8v 5v 6v v v 8v 5v 5v v 8v
Total: 11 7 9 11 11 11 7 7 11 11
1° Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov
312,5 20 8v 5v I4% v v 5v 8v 6v 8v Ia%

30 13v 12v 14v 14v 13v 12v 12v 13v 14v  12v
Total: 21 17 21 23 20 17 20 19 22 19

1° Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov

20 5v 8v 9v v 5v 6v 6v 8v v 8v

30 13v 10v 14v 13v 12v 13v 11v 14v 14v  13v
Total: 18 18 23 20 17 19 17 22 21 21
Nota: +: mortas; v: vivas

Contr.
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Tabela 7 — Resultados do teste de toxicidade crbnica com C. dubia com a amostra
de acetonitrila, metanol, cloroférmio e diclorometano

Solugdes Reproducao (em n° de jovens) e Sobrevivéncia dos Organismos
teste Trocas Réplicas

(mg.L?) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1° 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+
20 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+
10000 5 0+ O+ O+ O+ O+ O+ O+ O+ O+ O+
Total: 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1° 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+
20 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+
5000 0+ O+ O+ O+ O+ O+ O+ O+ O+ O+
Total: 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1° 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+
20 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+
2500 5 0+ O+ O+ O+ O+ O+ O+ O+ O+ O+
Total: 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1° Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov
1250 20 Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov
30 Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov
Total: 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1° Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov
625 20 4v 2V 2V 4v 3v 2v 4v 2V 2v 3v
30 8v v 6v 8v 8v 5v v 6v 5v 8v
Total: 12 9 8 12 11 7 11 9 7 11
1° Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov
312,5 20 8v v I4% 6v 5v v 8v 9v 5v 8v

3° 13v 11v 14v 12v 12v 13v 14v 13v 12v  10v
Total: 21 18 21 18 17 20 22 22 17 18

1° Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov Ov

20 5v 8v 9v v 5v 6v 6v 8v I4% 8v

3° 13v 10v 14v 13v 12v 13v 11v 14v 14v  13v
Total: 18 18 23 20 17 19 17 22 21 21
Nota: +: mortas; v: vivas

Contr.
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ANEXO D — Copia do Parecer da CEUA para os ensaios com uso de peixes

. MERIEUX

Parecer da CEUA quanto ao Plano de Estudo o B

IACUCs Statement to the Study Plan =

Numero do Parecer: Tese Cddigo da Amostra' Solventes Codlgo do Estudo:  Tese .
Statement number. i Sample -code: : Study code: s

Comissdo de Etica no Uso de Animais {CEUA) - B.'OAGRJr Unidade de Piracicaba '
InsmutmnaiAmmal Care and Use ‘Comrittee (LACUG) Bioagri Unit Piracicaba

A utilizagdo de animais de laboratdrio na atividade proposta, incluindo, se pemnentes os eventuals prejuizos no emprego de
métodos alternativos, esta claramente apresentada e justificada?

The use of Iabora!ory ammals in the prcposed activity, mcludmg if relevant, any hamm in using alternalwe methods is clear[y presented and
justified?

(X ) Sim yes ( } N80 no
Os procedimentos expenmenlals m'clumdo dados sobre espécie, sexo, numero pre\nslo aser ut|I|zado condl;oes de alojamento, |
manipulagbes experimentais estdo claramente descritos?
The experimental procedures, including data about specles sex, number- planned to be used, housmg condltlons expedmental manipulations are
.clearly described?

) : {X)}Simyes ( )Naono ({ ) Parcialmente partially
| Descreva: : : - - .
- describe :

Numero total de animais solicitados: Podem ser utilizados até 800 peixes - . - ‘ &

Total number of animals required 7 )

A guantidade de animais solicitada & adequada para o desenvolwmento dos protocalos expenmenlms‘? ) ; i %
The number of animals requested is appropnale for the development of experimental protocols? ) i

5 {(X)Simyes ( }N3ono . §

=7

Justiﬁque: 4
Justify

: — ; . '

Qs procedimentos 1ém o potencial de causar dor ou desconforto aos animais? ) ’ .

The procedures have the potential to cause pain ar discomfort to the animals? i I
(X)Simyes  ( }YN&ono :

Descreva: - Pode Causar desconfarto generalizado : ' ‘

describe | © - . .

¥ \E

Em caso de resposta afirmativa para o |tem antenor serdo-empregados, meiodos para alivio desias condigdes?-
If the answer is Yes to the prewous itern will be employed methods to relieve these conditions?
{ YSimyes {X)}Niono

Descreva:
descnbe

Caso ndo esteja previsto o0 emprege desses métodos, exlstem justlf icativas para tal falo‘? e ATE
If not provided for the use of these methads, are there reasons for this fact? . :

: (X)Simyes ( ) Naone g i
Justifique: A metodolegia do estudo segue referéncia b:bhogréf ica que néo permnte o uso de tals metodos
Justify

-Existem referencias recentes na area empregando metodologia semelhante no que concerne a\expenmentacao animal?

Are there recents references in the area using similar methodology in_relatien to animal testing? -
f )Simyes { X ) Naono - -

Apreciagao.geral da solicita Os estudos atendem aos principios de bem estar animal raspenando a metodologla do estiudo

General assessment.uﬂhe..LEq ,¢onfo rme referéncia bibliografica especifica

[0 Cﬁm&W iy
.Dng:g- ) mwa TFM i Dogtlg

Parecer co'nc.'us:vo -
N a : Conclusive statement
{X) Aprovado Approved . { ) N&o Aprovado Not Approved
‘Necessidade de reufiidio com o responsavel: . 8im( ) Nao () Nao Aplicavel (X))
Need meeting with the responsable yes ‘Not applicable
Acdes implementadas: . : Simi{ ) ) ,Nao () . Néo Aplicavel
Actions implemented B ' yes- : no = Not applicable

Observagés Observ,ampsj ,ff : / :

Tom i1y - o oshins 2ol wMAY
Data Coordenador da CEUA . Data’
Date . : IACUC's coordinater Date

V.






