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RESUMO

CORDEIRO, Lucas Freitas. Avaliagdo da toxicidade aguda de Irgarol 1051 e
Diuron sobre o copépodo calandide Acartia tonsa 2008. 31f. Trabalho
Académico — Curso de Ciéncias Biologicas. Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas.

Os anti-incrustantes sao substancias fundamentais na prevencao da
bioincrustacdo por organismos aquaticos em superficies submersas, mas
apresentam toxicidade contra organismos ndo alvo e podem ser ambientalmente
cumulativos. Os dados provenientes de estudos toxicolégicos desses compostos
sobre a biota permitem entender a acdo das substancias e o comportamento das
espécies afetadas, sendo fundamentais na tomada de acbBes sb6brias na busca da
melhoria da qualidade ambiental. O presente estudo focou na andlise da toxicidade
de dois dos biocidas anti-incrustantes mais utilizados no mundo, Irgarol 1051 e
Diuron, sobre um organismo cosmopolita importante na ciclagem de energia e
nutrientes e na ligacao trofica entre producéo primaria e terciaria dos ecossistemas
marinhos, o copépodo calandide eurialino Acartia tonsa. Os testes realizados foram
ensaios estaticos de 48h, salinidade 30 e fotoperiodo 12C:12E. As faixas de
concentracdo utilizadas foram de 1pg L™ a 1000 pg L. A LCso encontrada para
Irgarol 1051 e Diuron foram de 28,13 ug L e 17,18 pg L, respectivamente. Essas
concentragcdes sdo mais altas que as concentragbes comumente detectadas em
muitas marinas e zonas de alto fluxo de embarcacdes, areas essas possuidoras de
altas concentracfes de biocidas anti-incrustantes. A repeticdo destes testes e a
realizacdo de ensaios cronicos se fazem necessarias em vista de se montar um
guadro mais completo em relacdo a toxicidade de Irgarol 1051 e Diuron sobre a

espécie.

Palavras-chave: Ecotoxicologia, Acartia tonsa, Irgarol, Diuron, Anti-incrustantes



Figura 1

Figura 2

LISTA DE FIGURAS

Formula estrutural do Irgarol

Férmula estrutural do Diuron

L1051 s



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Tabela 6

Tabela 7

LISTA DE TABELAS

Taxa de sobrevivéncia de A. tonsa em DSS, apés 48h de

EXPOSIGED. .. iieeeeee ettt a e e e e e e e e

Taxa de sobrevivéncia de A. tonsa em acetona, apos 48 horas de

EXPOSIGED. .. cieiiieeee et ettt a e e e e e e e

Taxa de sobrevivéncia de A. tonsa em etanol, apGs 48 horas de

EXPOSIGED. .. iieeeeee ettt a e e e e e e e e

Taxa de sobrevivéncia de A. tonsa em Irgarol 1051, ap6s 48h

€ EXPOSIGAOD. ..o i i i

Taxa de sobrevivéncia de A. tonsa em Diuron, apos 48h de

EXPOSIGED. .. iieiieieee e a e

Valores de toxicidade aguda de DSS sobre A. tonsa (pg L-1).......

Comparacéo da toxicidade de Diuron e Irgarol 1051.....................

19

20

20

20

21

23



1.
2.

3.

4.

5.
6.
7.

SUMARIO
INTRODUGAD ....oviiieeeee ettt ts ettt st s et e et s te e teste e eteeeeane s 8
REVISAO BIBLIOGRAFIC A ..ottt 9
2.1.  AGENTES ANTI-INCRUSTANTES (HISTORICO) ....cttvtrreiriereereeeereeeeeeeseeseeesssneseeennenns 9
A N N0 H [0 o R 11
2.3. COMPOSTOS SELECIONADOS PARA ESTUDO ....ovniiiieiieieeee et aaenes 12
P2 T N | o F= T o] I 01 AP T PP PP P PP PP PPPPPPPPPPP 12
G B B 1 (V1 (o] o FUTT TR PRRRTRR 14
A T O 1= ey N N K] Y [0 B 1 Y 1 R 15
MATERIAIS E METODOS ..o et e et 16
3.1, CULTIVO DE ACAMIA 0N et tnttnenen e eeen e ee e e ee e s e e e e e e e e e e enreae e reaeenreaeneneens 16
3.2. CULTIVO DE Thalassiosira weissflogii E Isochrysis galbana...........cccceeeuuieeeunneeennnnns 17
3.3.  PREPARO DAS SOLUGCOES DE EXPOSICAO.......uiiiiiiiiiie e e e 17
3.4. LAVAGEM DO MATERIAL UTILIZADO . ... ettt eee e ee e e e e e e eeaeneeeeaeneeeeeneeneeneens 17
3.5.  ENSAIOS DE TOXICIDADE AGUDAL. .. cuieeeeae e ee e e e e e eee e e e eeea e eeaeaeneens 18
RE S UL T AD S .. it e e e e e e e e 19
4.1. ENSAIO COM SUBSTANCIA DE REFERENCIA .. .cueeee et ee e e eeeeeeeeaeneeneaanennenas 19
4.2, ENSAIOS COM SOLVENTES ...cuieetee e et ae et e e e e eea e e s e e raeea e reaen e aeaenrnaenes 20
4.3. ENSAIO TOXICOLOGICO COM IRGAROL 1051 ... ceieiiiiiieeeeee e 20
4.4, ENSAIO TOXICOLOGICO COM DIURON ....uuieie ettt 21
DISCUSSAOD .ottt e e e e e e et e et e et e e et e e e e, 21
CON CLUS A ettt et e e e e ee e e 25

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS: .ottt 25



1. INTRODUCAO

Produtos quimicos anti-incrustantes possuem funcdo fundamental na
navegacdo mundial. Sdo compostos de acéo biocida adicionados as tintas usadas
na pintura dos cascos de embarcagdes, com 0 objetivo de impedir o aderimento e
crescimento de organismos vivos, possuindo um importante papel econémico e
mesmo ambiental. (ALMEIDA et al., 2007).

Infelizmente, tais biocidas possuem acéo toxica contra organismos ndo alvo
e altas concentracdes em coluna d’agua e sedimento tém sido encontradas ao
redor do mundo (KONSTANTINOU e ALBANIS, 2004). Por esse motivo, governos
de muitos paises providenciaram medidas legais contra 0os produtos em uso como
forma de tentar reverter esse quadro. Estas medidas englobam desde restricdes da
sua aplicacdo em relacdo ao comprimento das embarcacfes, até a total proibicdo
do uso do produto como agente anti-incrustante. Os dados necessarios para gerar
esse tipo de acdo, em parte provém de estudos ecotoxicolégicos que permitem a
avaliacdo do efeito dos compostos téxicos das tintas anti-incrustantes a biota, o que
permite que governos possam tomar decisfes sObrias quanto ao uso de cada um
deles (CASTRO et al.,2006). Esses estudos tém carater regional e dados relativos
as espécies nativas de cada regido sao necessarios para a implantacdo de uma
legislagdo condizente com a realidade ecoldgica de cada local. As pesquisas
guanto a toxicidade dos compostos anti-incrustantes navais permitem que se
possam delinear limites seguros quanto ao uso de cada substancia, buscando a
protecdo do meio ambiente sem desprezar a importancia econémica e mesmo
ambiental intrinseca ao uso desses compostos. Na América do Sul, estudos desta
natureza ainda sdo escassos e, possivelmente por isso, legislacdes relacionadas a
agentes anti-incrustantes praticamente inexistem. Somente recentemente o
tributilestanho (TBT) e trifenilestanho (TPT), anti-incrustantes classicos que
atualmente sdo proibidos em muitos paises e estdo em via de um banimento
mundial (IMO, 2008), foram incluidos na legislacdo brasileira (Resolu¢cdo CONAMA
357/2005). Entretanto, ainda néo existem leis voltadas exclusivamente ao controle
de uso dos anti-incrustantes ou sequer ha perspectiva de inclusdo dos novos
compostos utilizados na legislacdo ambiental. No Brasil, a quantidade de pesquisas
referentes a toxicidade desses compostos € pifia e sua necessidade cada vez mais

urgente.



Sendo assim, o presente estudo objetivou avaliar a toxicidade aguda dos
biocidas Irgarol 1051 e Diuron, compostos utilizados em tintas como agentes anti-
incrustrantes, sobre o copépodo eurialino Acartia tonsa (DANA, 1849) em ensaio de

carater estatico e com duracao de 48h.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA:

2.1. Agentes anti-incrustantes (historico)

Muitos organismos fazem parte da biota incrustante. Entre eles estédo
inseridos muitos tipos de algas, acidias, cracas e outros organismos que
representaram os grandes algozes de tempos passados, como 0s moluscos dos
géneros Martesia (familia Pholadidae) e Teredo, (familia Teredinidae), que possuem o
hébito de perfurar a madeira (DESIMONE e ROLLAND, 2003). A incrustacdo de
organismos pode levar, em casos mais extremos, a deterioracdo do casco por
corrosdo. Muito antes de a corrosdo ocorrer, no entanto, o casco atacado pelos
organismos tem sua hidrodindmica afetada, dificultando a manobrabilidade da
embarcagcdo (DESIMONE e ROLLAND, 2003; LUDGATE, 1987) e,
conseqlientemente, aumentando o seu consumo de combustivel. Uma camada de
1 mm de espessura de algas, por exemplo, aumenta a friccdo do casco com a adgua
em até 80% e causa uma perda de velocidade da embarcacédo de cerca de 15%.
Uma camada de apenas 100 um de organismos incrustados pode ser responsavel
pela elevacdo de até 6% no consumo de combustivel, e chegar a até 30% em
casos de incrustacdo mais severa (LIU et al., 1997). Esse é um dado
economicamente alarmante, tendo em vista que o0 combustivel representa
aproximadamente metade dos custos do transporte maritimo (CHAMP, 2000).
Desta forma, a necessidade do uso de substancias ou materiais que prevenissem a
incrustacdo por organismos vivos, a chamada “bioincrustacdo”, em superficies
submersas é reconhecida universalmente (EVANS et al., 2000a).

Desde a antiguidade, o homem ja& procurava modos de impedir a
bioincrustacdo nos cascos de suas embarcacdes. Povos reconhecidos como

grandes navegadores da antiguidade, tais como fenicios e cartagineses, utilizavam
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pecas de cobre e piche com esse objetivo. Gregos e romanos se utilizavam de
pecas de chumbo em seus cascos, pregos de cobre para sua fixagdo e coberturas
de betume. Povos mais antigos empregavam certas substancias e materiais como
ceras, alcatrbes, asfaltos, zinco, porcelana, cimento romano, couro, estanho,
borracha da india, vidro, latdo, papel de linho entre outros para o mesmo fim.
(YEBRA et al., 2004; YOUNG, 1867).

Patentes de anti-incrustantes que utilizavam cobre em suas formulacdes
surgiram no século XVII, porém a partir do século XVIII as propriedades do cobre
foram reconhecidas e o material passou a substituir definitivamente o chumbo.
Cobrir uma embarcacdo com cobre representava um custo semelhante a cobri-la
com madeira, e em relacdo a protecdo conta o0 molusco Teredo foi considerada uma
estratégia bastante eficaz (YOUNG, 1867).

Quando os cascos de ferro tornaram-se necessarios, principalmente em
virtude da crescente utilizacdo do motor a vapor, da escassez de madeira existente
na época, além da cara manutencdo que estes cascos exigiam, as primeiras tintas
anti-incrustantes foram criadas e em pouco tempo havia mais de 300 delas.
Inimeras substancias como compostos de mercurio, arsénico e o DDT foram
utilizadas até o inicio de 1960. Nessa época as tintas contendo 6xido de cobre eram
as mais utilizadas (LUDGATE, 1987), quando, por apresentarem severos riscos
ambientais e de saude publica, além de apresentarem um efetividade inferior a 1
ano, comecaram a ser substituidas por compostos organoestanicos, tendo como
protagonista um composto chamado Tributilestanho (TBT) (ALMEIDA et al., 2007)

O TBT foi um biocida muito mais eficiente contra 0s organismos
bioincrustantes que seus antecessores, mas apresentava uma taxa de liberacdo no
ambiente ainda muito alta e rapida. Logo apds a aplicacdo, em cerca de 1 ano
deixava de possuir acdo anti-incrustante satisfatoria. Esse problema foi sanado na
década de 1970 com a combinacdo do TBT ao polimero metacrilato, que permitia
uma liberacdo do produto no ambiente muito mais estavel e duradoura. Esta
combinacdo garantia uma boa acdo biocida e espacava a docagem das
embarcacdes para re-aplicacdo da tinta em cinco anos ou mais (ALMEIDA et al.,
2007).

Apesar destas vantagens, a toxicidade do TBT a organismos ndo alvo é
elevada e sua persisténcia ambiental longa (GARAVENTA et al., 2007; LEUNG et
al., 2004). Ao ser liberado na coluna d’agua o TBT apresenta meia vida curta, de
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alguns dias ou no maximo uma ou duas semanas, mas nos sedimentos, sua
persisténcia pode ser elevada em meses ou até mesmo em anos (CLARK et al.,
1988) Outro problema observado com o TBT foi sua toxicidade potencial a vida
marinha, mesmo em concentragcdes muito baixas (ALZIEU, 2000). Como exemplo
pode-se citar o “imposex”, efeito crénico observado em moluscos que resulta na
masculinizacdo das fémeas, podendo gerar a infertilidade desses organismos
(LEUNG et al., 2004). Embora esses problemas tenham sido observados, as tintas
a base de TBT se tornaram extremamente populares, chegando a revestir os
cascos de 100% dos navios produzidos nos estaleiros japoneses durante a década
de 1980 (LUDGATE, 1987; SCHATZBERG, 1987). Nessa época as concentracdes
de TBT na coluna d’agua, em regiées de alto fluxo de embarcacdes, alcancava
niveis alarmantes (EVANS et al., 2000b)

2.2. A atualidade

No inicio da década de 1980 o uso de tintas a base TBT comecou a ser
proibido em varios paises, sobretudo em embarcacdes pequenas (menores que 25
metros de comprimento) e concentracdes limites foram sendo impostas aos poucos
em territorios de varios paises, como na Franca em 1982 e na Inglaterra em 1987
(CHAMP, 2000; DE MORA e PELLETIER, 1997). No Brasil, em margo de 2005, o
Conselho Nacional de Meio Ambiente (CONAMA), através da resolucdo 357 de 17
de marco do ano de 2005, determinou limites de concentracdes maximas de TBT
permitidas para as diversas classes de aguas brasileiras (CONAMA, 2005).

A Ultima iniciativa importante ao banimento mundial do uso do TBT como
anti-incrustante ocorreu em 17 de setembro de 2008, quando iniumeros paises
ratificaram a Convencao sobre o Sistema Anti-incrustante da Organizacdo Maritima
Internacional (Anti-fouling System, AFS, Convention - International Maritime
Organization, IMO). Esses paises se comprometeram a banir a aplicacdo de TBT
em todos 0s seus navios, assim como tornar a entrada de embarcacdes que
contenham TBT em seus cascos proibida em seus portos (IMO 2008) .

Devido as restricdes e ao banimento mundial das tintas anti-incrustantes a
base de TBT, a industria naval precisou rapidamente fazer uso de uma nova

geracao de tintas. Foram desenvolvidas entdo tintas anti-incrustantes contendo
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diversos tipos de biocidas, tais como o Diuron, Irgarol 1051, Sea-nine 211, zinco
piritiona, Zineb, entre outros (KONSTANTINOU e ALBANIS, 2004).Tais substancias
biocidas séo utilizados em tintas conjuntamente ao cobre. Em todo mundo, cerca de
18 desses compostos estdo sendo utilizados como anti-incrustantes (THOMAS et
al., 2000). Como essas novas substancias biocidas também s&o toxicas, a
avaliacdo dos seus niveis e efeitos no ambiente aquatico tem sido um tdpico de
crescente importancia nos ultimos anos (KONSTANTINOU e ALBANIS, 2004).

Assim sendo, em 1998 o Reino Unido adotou restricdes a alguns dos novos
biocidas, proibindo a utilizacdo de tintas que possuissem 0s compostos
diclofluanido, zinco-piritiona ou zineb para embarcacdes com menos de 25 metros
de comprimento, enquanto que tintas que contivessem lIrgarol 1051, clorotalonil e
Sea-nine 211 como biocida poderiam ser utilizados em embarcac¢des de qualquer
tamanho (THOMAS et al., 2001). Restricbes aos novos biocidas também foram
impostas na Dinamarca e Suécia, onde o Irgarol 1051 e o Diuron s6 podem ser
utilizados em embarcacdes maiores de 25 metros de comprimento (THOMAS,
2001).

2.3. Compostos Selecionados para Estudo

2.3.1. Irgarol 1051

O Irgarol 1051 (2 metiltio-4-tert-butilamino-6-ciclopropilamino-s-triazina) € um
biocida pertencente ao grupo quimico das triazinas (Figura 1), utilizado
exclusivamente associado a tintas anti-incrustantes. Ele vem sendo utilizado desde a
década de 80 na Europa, porém apenas em 1998 foi registrado para uso nos EUA.
Ha poucos anos atras era o biocida anti-incrustante mais freqiientemente detectado
em ambientes aquéticos (KONSTANTINOU e ALBANIS, 2004) embora atualmente
seu uso esteja diminuindo devido as constantes restricdes impostas quanto a sua
aplicacéo ao redor do globo (THOMAS, 2001).
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Figura 1 — Férmula estrutural do Irgarol 1051.

N

Fonte: Ciba Specialty Chemicals Inc. 2004.

O Irgarol 1051 é um potente inibidor do fotossistema Il e € altamente toxico
para plantas aquéticas. Para a maioria das classes de animais sua toxicidade é
considerada baixa (MORELAND, 1980). Por isso, esse composto invariavelmente é
combinado com cobre para promover uma acao anti-incrustante eficiente também
contra animais. O Irgarol € o componente mais hidrofobico da familia das triazinas
por apresentar tanto o grupo tert-butil quanto o grupo ciclopropil. Apesar disso,
segundo Thomas (2001) e Tolosa et al. (1996), ele é encontrado quase que
predominantemente em coluna d’agua, sendo raramente depositado no sedimento.
Isto ocorre porque o composto apresenta uma afinidade muito baixa pelo ultimo.

O Irgarol 1051 é extremamente estavel no ambiente marinho (OKAMURA et
al., 2000), possuindo uma degradacao lenta, sendo portanto considerado cumulativo
no ambiente. Trés metabdlitos resultantes de sua degradacdo foram identificados
até o momento, sendo designados como M1, M2 e M3 (LAM et al., 2005). O
metabdlito M1 (2-metiltio-4-tert-butylamino-6-amino-s-triazina) apresenta maior
toxicidade que o Irgarol 1051 para plantas terrestres que vivem proximas a corpos
d’agua. Em contrapartida, seu precursor apresenta maior toxicidade para o
fitoplancton e macréfitas aquaticas (DAHL e BLANCK, 1996; ZHANG et al., 2008).
Pesquisas indicam que a estabilidade de M1 no ambiente possa ser ainda maior do
que do Irgarol 1051 (LAM et al., 2005). Apesar do exposto, os trés metabdlitos
carecem de estudos quanto a sua toxicidade, pois pouco se conhece quanto a seu
comportamento no ambiente. O Irgarol 1051 pode ser degradado sob acdo do fungo

Phanerochaete chrysosporium, no entanto € muito estavel a biodegradacéo, assim
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como a hidrdlise e calor. Mesmo sua degradacao pela luz solar é lenta, mas quando
ocorre associada a substancias organicas, principalmente substancias humicas, ela
ocorre rapidamente (OKAMURA et al., 2003). Apesar disso a legislacédo brasileira

ndo prevé o controle dos niveis ambientais do Irgarol 1051.

2.3.2. Diuron

O Diuron [3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetiluréia)] € um herbicida pertencente ao
grupo quimico das feniluréias (Figura 2). Ele atua inibindo a fotossintese pelo
bloqueio da produgéo de oxigénio (WESSELS e VAN DER VEEN, 1956), resultando
finalmente em uma interrup¢cdo na transferéncia de elétrons ao nivel do
fotossistema Il. Esse biocida parece apresentar uma pequena toxicidade para
mamiferos, sendo principalmente teratogénico em altas dosagens em ratos. A sua
toxicidade para aves e a maioria dos invertebrados € pequena, embora certos
organismos como 0s crustaceos parecam ser afetados por concentracfes muito
baixas. Para os peixes, sua toxicidade é considerada moderada (GIACOMAZZI| e
COCHET, 2004).

Cl

Cl

Figura 2 — Férmula estrutural do Diuron
Fonte: Velandur, 2006.

O Diuron foi muito usado em lavouras para o controle de pragas, atingindo
freqientemente corpos d’agua adjacentes por lixiviacdo (WAUCHOPE, 1978). Este
composto tem alta persisténcia (um més a um ano), podendo ser encontrado em
sedimento ou coluna d’agua (OKAMURA et al., 2003). Sua degradacao pode ocorrer
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por irradiacdo solar em corpo d’agua, mas a principal forma de degradacédo do
Diuron parece ser a biodegradacdo por uma série de microorganismos, resultando
nos metabdlitos 3,4-dicloroanilina, 3,4-diclorometilfenilurea e 3,4-diclorofenilurea
(GEISSBUHLER et al.,, 1975; ROQUE 2000; TIXIER et. al., 2000, 2001, 2002;
GIACOMAZZI e COCHET,2004).

O Diuron é considerado uma “Substancia Perigosa Prioritaria” pela Comisséo
Européia (MALATO et al., 2002). No Brasil ndo existe legislacdo pertinente ao uso

de Diuron como agente anti-incrustante.

2.4. Organismo- teste

A Acartia tonsa (Dana, 1849) é um copépodo (Subfilo Crustacea, classe Copepoda)
pertencente a ordem Calanoida. Copépodos calandides sdo uma peca chave na
ciclagem de nutrientes e energia nos ecossistemas marinhos, pois formam uma
ligacdo tréfica dinamica entre a producdo primaria (fitoplancton) e terciaria
(principalmente peixes planctivoros) (DEYOUNG et al., 2004). A Acartia tonsa durante
estacbes quentes € seguidamente o organismo zooplanctdnico dominante nas
regides onde é encontrado, seja em numero ou biomassa (MAUCHLINE et al.,
1998). A espécie A. tonsa tem uma distribuicdo ampla, sendo observada desde a
costa do Canada até a Argentina, no Oceano Atlantico, além de sua ocorréncia
também ter sido reportada no norte no Oceano Pacifico (SABATINI, 1990). Ha
cerca de uma década a espécie foi enquadrada como cosmopolita RAZOULS &
BOUVEE, 1998).

Em estacdes frias sua ocorréncia diminui drasticamente. Neste caso, ao
perceber uma baixa mais severa na temperatura, as fémeas param de produzir os
ovos comuns de postura e eclosdo instantdneas e passam a produzir ovos
resistentes, em diapausa, que eclodem apenas quando a temperatura atinge o
limiar acima de 10°C (HOLSTE e PECK, 2006), permitindo um repovoamento
rapido e eficiente do ambiente.

Espécimes presentes no baltico foram testados quanto a postura de ovos e
eclosdo dos mesmos sob varias temperaturas e salinidades e demonstraram um
gradiente largo de sucesso reprodutivo em grandes variagcdes desses fatores
(HOLSTE e PECK, 2006).
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Devido a essas caracteristicas, A. tonsa € facilmente cultivada em laboratério
(STOTTRUP et al., 1997; STATTRUP 2000), além de ser uma das espécies de
copépodo mais estudadas no mundo todo (MAUCHLINE et al., 1998). Embora
essas caracteristicas mostrem que o animal é adaptavel as mais diversas
condicbes ambientais, foi demonstrado que a espécie é sensivel a uma grande
variedade de substancias toxicas (BRADLEY, 1977; ROBERTS e GLEESON, 1978;
SOSNOWSKI e GENTILE, 1978; HORNE et al., 1983; SULLIVAN E RITACCO,
1985; WARD e BALLANTINE, 1985; ANDERSEN et al.,1999; MEDINA e BARATA,
2004), o que a torna importante para ensaios toxicol0gicos. A. tonsa € uma espécie
padronizada nos protocolos de ensaios de toxicidade e, portanto uma espécie
apropriada para as analises nesta area de estudo (ISO 1999; MEDINA e BARATA,
2004).

3. MATERIAIS E METODOS

Os ensaios toxicolégicos, bem como o cultivo dos organismos utilizados,
foram realizados no Laboratério de Microcontaminantes Organicos e Ecotoxicologia
Aquatica - CONECO, situado no Instituto de Oceanografia da Universidade Federal
do Rio Grande - FURG.

A agua marinha utilizada nos cultivos e nos ensaios foi obtida da Estagéo
Marinha de Aquicultura (FURG), coletada diretamente do ambiente. Em laboratério,
a agua foi filtrada em cartuchos de 1 um de porosidade.

3.1. Cultivo de Acartia tonsa

O cultivo foi mantido sob aeracdo constante em sala climatizada e em
condicdes controladas de temperatura (20°C) e fotoperiodo (12C:12E). Os
organismos foram mantidos em agua marinha filtrada com salinidade 30, com o
fornecimento diario de uma dieta mista das microalgas Thalassiosira weissflogii e
Isochrysis galbana (KAMINSKI, 2004). Para a manutencao da qualidade do cultivo,

renovacdes totais de agua foram realizadas semanalmente.
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3.2. Cultivo de Thalassiosira weissflogii € Isochrysis galbana

A manutencédo de A. tonsa em cultivo exigiu o cultivo paralelo das microalgas
Thalassiosira weissflogii e Isochrysis galbana. Os cultivos algais foram iniciados
para fornecer suporte na provisdo diaria de alimento ao cultivo de A. tonsa. As
culturas de I. galbana e T. weissflogii foram mantidas em erlenmeyers de 100 mL,
sendo semanalmente re-inoculadas em galdes de 3 L com agua do mar filtrada (1
pm) em meio de cultivo F/2 (GUILLARD, 1975).

3.3. Preparo das Solugdes de Exposicao

As solucdes-estoque (4 mg L) foram previamente preparadas através da
dissolucéo dos padrdes de Irgarol 1051 (pureza > 98%) e o Diuron (pureza 99,5%)
de grau analitico obtidos da Sigma-Aldrich em acetona, uma vez que esses
compostos sao pouco soluveis em agua. A escolha deste solvente foi baseada nos
resultados obtidos em testes preliminares, 0os quais estao apresentados e discutidos
nos Resultados.

As solucdes de trabalho foram preparadas a partir da diluicdo das solucdes-
estoque em &agua do mar natural filtrada (porosidade 0.3 pm). Essas solucdes
tiveram a salinidade ajustada para 30 utilizando sal artificial com caracteristicas
idénticas e condic¢des gerais dos cultivos, porém sem aeracao.

3.4. Lavagem do material utilizado

Toda a vidraria utilizada foi primeiramente imersa em solugéo de detergente
neutro (10% v/v) por 12h, depois foi enxaguada com agua da torneira por cinco
vezes, rinsada com alcool etilico 95%, enxaguada com agua da torneira por mais
cinco vezes e rinsada com acetona. ApOs ser enxaguada mais cinco vezes com
adgua da torneira, a vidraria é entdo imersa em acido (HNO3; 10% v/v) por 12 horas.
Ao final esse material é enxaguado com agua da torneira cinco vezes, e borrifado
com agua destilada. O material plastico ndo passou pelos processos em que se

utilizou acetona ou acido. Em vez disso, foi imerso em detergente neutro (10% V/v)
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por 12h, enxaguado com agua da torneira por cinco vezes, rinsado com &lcool
etilico 95%, enxaguado novamente por mais cinco vezes e, finalmente, lavado com

agua destilada.

3.5. Ensaios de Toxicidade Aguda

Os ensaios de toxicidade aguda com o copépodo A. tonsa foram realizados
baseados na metodologia descrita em International Standardization Organization
(ISO 1999) . Foi realizado um ensaio em separado para Irgarol 1051 e outro para
Diuron. Os organismos foram expostos a diferentes concentra¢cdes das substancias-
teste e o efeito toxico determinado de acordo com a mortalidade dos organismos ao
final de 48 horas de exposicéao.

Foram utilizados copépodos adultos, sem distincdo de sexo. Durante a
montagem dos ensaios, foi utilizada uma caixa de iluminacao inversa para facilitar a
visualizacdo dos organismos. Com o auxilio de uma pipeta de Pasteur, os
copépodos obtidos do cultivo foram colocados em recipientes de vidro contendo 50
mL de solugéo-teste nas concentrages 1, 10, 100 e 1000 pg L™ para de Irgarol
1051 ou Diuron. Os ensaios foram feitos em quadruplicata contendo geralmente 10
organismos por réplica, sob condi¢cdes idénticas as do cultivo. Houveram alguns
erros na manipulacdo de algumas amostras, o que resultou em menos de 10
organismos em certos frascos. O programa utilizado nos calculos de ClLsy,
Spearman-Karber, corrigiu esse problema.

Os ensaios com as substancias de referéncia foram realizados utilizando as
concentragdes de 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 e 2,5 mg L™ de Dodecil Sulfato de Sédio (DSS).
Como agua de diluicdo e controle, foi utilizada dgua marinha filtrada com salinidade
30. Os ensaios foram realizados em quadruplicata contendo de 10 organismos por
réplica, sob as mesmas condic¢des de cultivo.

Foram conduzidos testes preliminares para avaliar a toxicidade de dois
solventes (acetona e etanol) em baixas concentra¢cdes, baseados na concentracao
total que teriam nas solugcdes-teste dos compostos anti-incrustantes. Para acetona,
as concentracoes utilizadas foram: 0,5 mL L™; 0,25 mL L™; 0,125 mL L™*; 0,06 mL L™

e 0,03 mL LY; e para o etanol as concentracdes foram de 1,2 mL L™*; 0,6 mL L™*; 0,3
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mL LY 0,45 mL L? e 0,07 mL L. Os ensaios foram realizados em duplicatas
contendo 10 organismos por réplica, sob as mesmas condic¢des de cultivo.

A mortalidade dos copépodos foi quantificada ao final de 48 horas e
indicada pela auséncia de movimento, mesmo ap0s estimulo fisico, sendo
confirmada através de observacfes em lupa. A toxicidade das substancias-teste foi
expressa pela ClLso 48h, referente a concentracéo letal para 50% dos organismos
expostos ao final de 48 horas. Os valores de CLsp e 0s limites de 95% de confianca
foram calculados através do programa estatistico Trimmed Spearman-Karber. Como
critério de aceitabilidade foi considerado apenas os ensaios em que a mortalidade
no Controle foi igual ou inferior a 10% (ISO, 1999).

4. RESULTADOS

4.1. Ensaio com substancia de referéncia

Os percentuais de sobrevivéncia do ensaio ecotoxicoldgico com Acartia tonsa
exposta a substancia de referéncia Dodecil Sulfato de Sodio estd apresentado na
Tabela 1. O valor da CLsy encontrado foi de 1,44 mg L™ com intervalos de confianca
superior e inferior de 1,25 e 1,65 mg L, respectivamente (IHARA, 2008).

Tabela 1 — Taxa de sobrevivéncia (%) de Acartia tonsa apds 48 h de exposicdo a
Dodecil Sulfato de Sodio (DSS).

Réplica Réplica Réplica Réplica

~ 1 .
Concentracdo (mg L ™) A 5 c 5 Média
Controle 90 80 89 100 90
0,5 60 88 80 89 79
1,0 70 80 63 78 73
15 25 50 40 75 48
2,0 30 10 10 20 18

2,5 0 0 10 0 3
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4.2. Ensaios com solventes

A acetona ndo apresentou toxicidade para Acartia tonsa, uma vez que nao
houve mortalidade significativa para nenhuma das concentracdes estudadas (Tabela
2). Ja para etanol, a mortalidade foi total em todas as concentracdes testadas
(Tabela 3).

Tabela 2: Taxa de sobrevivéncia (%) de Tabela 3: Taxa de sobrevivéncia (%) de
Acartia tonsa €m acetona, apés 48 horas Acartia tonsa em etanol, apos 48 horas de
de exposigéo. exposicao.

Concentragio (%) Reg‘llca Réplica

Concentragio (%) Reg‘llca Réplica

B B

0,5 90 90 2,0 0 0

0,25 80 90 1,5 0 0

0,125 70 60 1,0 0 0

0,06 100 80 0,5 0 0

0,03 90 90 0,25 0 0
Controle 100 100 Controle 100 100

4.3. Ensaio Toxicolégico com Irgarol 1051

Ao final de 48 horas, os percentuais de sobrevivéncia média para cada
concentragcao foram de 86% para 1 pg L?; 48% para 10 pg L?; 36 % para 100 pg
L?; e 14% para a concentracdo de 1000 pug L2 (Tabela 4). A CLs foi de 28,13 pg L2
e os limites de 95% de confianga variaram entre 14, 35 e 55,15 pg L?2.

Tabela 4 — Taxa de sobrevivéncia (%) de Acartia tonsa apés 48 h de exposicdo a
Irgarol 1051.

Réplica Réplica Réplica Reéplica Reéplica

Concentracéo (ug L™Y) A B C B E Média
Controle 63 100 100 100 88 90
1 80 100 90 90 70 86
10 80 50 30 30 50 48
100 30 10 20 20 100 36

1000 20 10 10 20 10 14
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4.4. Ensaio Toxicolégico com Diuron

Para o Diuron, a mortalidade média nas concentracdes de 1; 10; 100 e 1000
pg L2 foi de 13%, 27%, 34% e 32%, respectivamente (Tabela 5). A CLsp e os limites
de 95% de confianca foram de 16,95 e 3,70 — 77,75 pg L2, respectivamente.

Tabela 5 - Taxa de sobrevivéncia (%) de Acartia tonsa apds 48 h de exposicdo a

Diuron.
Concentracio (ug L) Ré&lica Rérélica Ré%lica RépDIica Rérélica Média
Controle 63 100 100 100 88 90
1 70 80 80 80 60 74
10 50 50 40 40 50 46
100 30 30 40 30 40 34
1000 20 40 30 20 50 32

5. DISCUSSAO

O solvente escolhido para todos os ensaios foi a acetona, pois seu grau de
toxicidade a Acartia tonsa pode ser considerado nulo.

Os ensaios ecotoxicolégicos apresentam variabilidades relacionadas a fatores
gue podem ser atribuidos desde a habilidade de execucdo técnica até a
variabilidade intrinseca da sensibilidade do organismo-teste utilizado. Desta forma,
uma avaliacdo da sensibilidade do organismo-teste frente a uma substancia de
referéncia (Controle Positivo) € necesséaria (ZAGATTO e BERTOLETTI, 2008).

Devido a auséncia de uma carta-controle para Acartia tonsa no laboratério e por
tratar-se de um cultivo implantado recentemente, a sensibilidade do lote de
organismos-teste utilizado nos experimentos foi avaliada utilizando dados reportados
na literatura. Dados esses que analisassem a mesma espécie e substancia de
referéncia utilizadas no presente estudo (Tabela 6).

Os resultados obtidos para substancia de referéncia, bem como os resultados
apresentados por IHARA (2008), a qual trabalhou com organismos oriundos do

mesmo cultivo, encontram-se dentro do intervalo de confianca estabelecido pela
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Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (US-EPA) (EPA 2002) . Isso
indica que os organismos usados, bem como os dados gerados, estavam dentro dos
padrdes internacionais de confiabilidade.

Tabela 6 - Valores de CLsp 48h (ug L) de Acartia tonsa exposta a Dodecil
Sulfato de Sédio (DSS).

Espécie CLso Referéncia

Acartia tonsa 1440 Presente estudo

1270 IHARA, 2008

1890 ROSSATO, 2008

No presente estudo o Irgarol 1051 (CLsp 28,13 pug L), se mostrou menos
toxico que o Diuron (CLsp 17,18 pg L), embora para ambos os compostos a Clsg
tenham se apresentado na mesma ordem de magnitude e dentro do intervalo de
confianca. A toxicidade de Diuron apresentou um aumento pouco expressivo junto a
elevacao das concentracdes no ensaio, enquanto Irgarol 1051 teve sua toxicidade
elevada de forma mais significativa com o aumento das concentragdes. Irgarol 1051
€ um composto que apresenta uma baixa toxicidade em animais, mas por ser um
herbicida, sua toxicidade para fitoplancton e macroalgas é alta (KOBAYASHI e
OKAMURA, 2002; KONSTANTINOU e ALBANIS, 2004). Diuron também é mais
toxico a plantas do que a animais, pois além de também ser um herbicida, ele
apresenta um meio de acdo semelhante a Irgarol 1051 em plantas (WALSH e
GROW, 1971; BROWN e LEAN, 1995, KONSTANTINOU e ALBANIS, 2004). Sobre
crustaceos (Tabela 7), Diuron parece ser um pouco mais téxico que Irgarol 1051.
Para Americamysis bahia a CLsp observada para Irgarol 1051 foi de 1500 pg L7,
enquanto para Diuron foi 1100 pg L2 (OFFICE OF PESTICIDE PROGRAMS,
2000). Do mesmo modo, Nitocra spinipes apresenta CLsp quando exposta a Irgarol de
4500 pg L2 contra 4000 pg L2 para Diuron (KARLSSON et al., 2006). Trabalhos
gue realizaram testes de toxicidade cronica de alguns compostos anti-incrustantes
sobre células de peixe e ovos e embrides de ouricos do mar apresentaram o
seguinte gradiente de toxicidade: zinco piritiona > Sea-nine 211 > Diuron > Irgarol
1051 (KOBAYASHI e OKAMURA, 2002; OKAMURA, 2002; KONSTANTINOU e
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ALBANIS, 2004) Esses resultados corroboram também para essa mesma linha de
discusséo.

Em comparacdo com algumas espécies de é&gua doce (Tabela 7),
primeiramente ambos 0s compostos apresentam-se dentro da mesma faixa de
concentragcdo sobre Daphnia magna, com uma diferenca estatisticamente irrelevante
(OFFICE OF PESTICIDE PROGRAMS, 2000; OKAMURA et al., 2000). Em relacao
a espécies de peixe, para Oncorhynchus mykiss a CLsp de Diuron € de 74000 ug L2 e
de Irgarol 25000 pg L2 (OKAMURA et al., 2002). Nesse caso Irgarol 1051
demonstrou-se muito mais téxico do que Diuron, chegando a possuir ClLsp trés
vezes menor. Do mesmo modo, para Lepomis macrochirus a CLsg de Diuron é de 9300
Mg pug L (OFFICE OF PESTICIDE PROGRAMS, 2000), enquanto que a de Irgarol
fica na casa dos 2600 pug L2 (MAYER E ELLERSIECK, 1986). E importante
ressaltar que Daphnia magna, Oncorhynchus mykiss € Lepomis macrochirus SA0 0rganismos
de agua doce e que os mecanismos de toxicidade de diversos compostos variam
em funcéo da salinidade.

Tabela 7 — LCsp (ug L) de Diuron e Irgarol 1051 sobre espécies de organismos
marinhos.

Organismo  Tempo de

Classe teste eXPOSICAD Irgarol  Diuron Referéncia
Crustacea Acartia tonsa 48h 28 17 Presente trabalho
Americamysis OFFICE OF PESTICIDE
bahia %h 1500 1100  ~ppoGRAMS (2000)
OKAMURA et al.
. (2000)t; OFFICE OF
Daphnia magna 48h 8300t 84002 PESTICIDE

PROGRAMS (2000)2
KARLSSON et al.
(2006)

. . Oncorhynchus OKAMURA et al.
Actinopterygii mykiss 168h 25000 74000 (2002)

Nitocra spinipes 96h 4500 4000

OFFICE OF PESTICIDE

Lepomis PROGRAMS (2000)3;

96h 26003  9300*

macrochirus MAYER e ELLERSIECK

(1986)*

Acartia tonsa mostrou-se muito sensivel ao Irgarol 1051 e Diuron. Mysidopsis
bahia, exposto a Irgarol 1051, apresentou CLso (96h) de 400 pg L2 (HALL et al.,
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1999), bem mais tolerante do que A. tonsa. Gammarus lacustris, €Xposto a Diuron, teve
sua CLso registrada como 380 pg L (SANDERS, 1969), portanto uma espécie
sensivel ao composto, embora também bem mais tolerante do que A. tonsa.

A. tonsa € uma espécie sensivel a toxicos de uma forma geral. Para um
composto chamado “KETHON CG 243", a Clsp € 56 pug L2 (OFFICE OF
PESTICIDE PROGRAMS, 2000). Para outro composto, denominado citrato de
tamoxifeno, a CLso fica por volta de 49 ug L2 (ANDERSEN et al., 2001) Mesmo os
compostos sendo considerados extremamente toxicos a espécie, Irgarol e Diuron
ainda apresentam a concentracao letal mais baixa.

Finalmente, os valores de CLsp de Irgarol 1051 observados para A. tonsa
estdo acima da faixa de concentracbes encontradas em meio ambiente.
Concentra¢cdes de Irgarol 1051 em coluna d’agua em areas de marinas e portos
podem variar de ndo detectavel, 1,5 ug L ou chegar a altos niveis como 4,2 ug L
em areas de marinas (HERNANDO et al., 2001; THOMAS et al., 2001; BASHEER
et al., 2002; KONSTANTINOU e ALBANIS, 2004). Essas sao regides que
apresentam alto fluxo de embarcacdes, sendo, portanto, passiveis de serem
encontradas altas concentrac6es de compostos anti-incrustantes em coluna d’agua
e sedimento. Em ambiente marinho e estuarino, distante dessas areas criticas, as
concentracbes de Irgarol 1051 sdo consideravelmente menores (GOUGH et al.,
1994; ZHOU et al.,, 1996; KONSTANTINOU e ALBANIS, 2004) Os valores
encontrados para Diuron indicam que existe a possibilidade de regibes com alta
contaminacao do composto causarem efeitos tdéxicos agudos na espécie. Apesar de
Diuron apresentar altas concentracdes (2 - 3 ug L?) em marinas, portos e outras
regibes de movimentagdo naval, niveis elevados da substancia (1 - 6,7 pg L?)
também podem ser encontrados em estuarios, até mesmo ultrapassando os valores
observados em marinas (MARTINEZ et al., 2000; THOMAS et al., 2001; OKAMURA
et al. 2003; KONSTANTINOU e ALBANIS, 2004). E importante ressaltar que o0s
valores detectados de Diuron podem ser resultado ndo apenas do uso como agente
anti-incrustante, mas também como herbicida no controle de ervas daninhas,
chegando aos corpos d'agua através da lixiviacdo (WAUCHOPE, 1978;
GIACOMAZZ| e COCHET, 2004).

A. tonsa apresentou valores de CLsp que indicam que ela pode sofrer efeitos
agudos de Diuron, mas néo de Irgarol 1051 no ambiente. Contudo, é possivel que a
espécie possa ser afetada por toxicidade crénica aos compostos. Futuros estudos
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de toxicidade cronica sobre a espécie, assim como ensaios toxicolégicos com
outros organismos existentes em territério nacional (nativos ou nao) sao
fundamentais para a geracdo de um quadro ecoldgico mais solido, que permita uma
legislacdo soObria, com dados realistas e condizentes com a realidade de nosso

meio ambiente.

6. CONCLUSAO:

Acartia tonsa demonstrou ser muito sensivel aos dois compostos se
comparada com outros crustaceos marinhos. Concentracées ambientais de Diuron
podem causar efeitos téxicos agudos na espécie, embora para Irgarol 1051 ndo
tenha sido encontrada concentragcdo no ambiente capaz de atingir valores capazes
do mesmo. Repeticbes dos testes sdo fundamentais para confirmacdo desta
hipétese. Ensaios crbnicos se fazem necessarios para a montagem de um quadro

mais completo da toxicidade de Irgarol 1051 e Diuron sobre Acartia tonsa.
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