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RESUMO

No Brasil, avaliacdes da qualidade de sedimentos vém ganhando maior aten¢ao apds a resolugdo do CONAMA n° 344 de 2004,
que regulariza os niveis de contaminantes em materiais dragados, levando a uma maior investiga¢do da sensibilidade e na
definicao dos protocolos dos testes aplicados aos organismos bentonicos. Em funcao disto, este trabalho teve como objetivo
revisar a metodologia do teste de toxicidade aguda com o tanaidaceo Kalliapseudes schubartii assim como investigar sua
sensibilidade frente a toxicos de referéncia normalmente utilizados na ecotoxicologia marinha. Foram realizados experimentos
de sensibilidade com as substancias Zn, Cd, DSS (dodecil sulfato de soédio) e NH, em duas condigdes de salinidade (grupo
1: salinidade 15 e grupo 2: salinidades ambientais de 5,7; 7,3; 8,5; 10 ¢ 21). Nestes experimentos, mortalidade ¢ mobilidade
foram observadas como efeitos. A partir da obtengdo da CE, e CL,  incipientes, observou-se que sdo necessarios 6 dias para
a realizagdo dos testes de mobilidade e 7 dias para os de mortalidade. Para o zinco, nos testes com os individuos aclimatados
em salinidade 15 (grupo 1) foram encontrados resultados com maior replicabilidade. Para o grupo 1, obteve-se CL, (7 dias):
Zn=17,75mgL"; Cd=0,29 mg L'; DSS = 12,12 mg L' e amonia ndo ionizada = 3,16 mg L. Os resultados do grupo 2
demonstraram que o processo de aclimata¢do dos organismos pode interferir na sua sensibilidade, entretanto, sem um padrio
aparente bem definido. O end point mobilidade mostrou-se menos preciso e por isso nao apresentou vantagens em relagdo
ao uso da mortalidade. De forma geral, o tanaiddceo mostrou-se menos sensivel que outros organismos teste utilizados na
avaliacdo da qualidade do sedimento, por outro lado, apresenta algumas importantes vantagens como a sua ampla tolerancia a
salinidade, preferéncia por sedimentos finos e alta resisténcia a amonia ndo ionizada.
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ABSTRACT
Review of the protocol and sensibility of the tanaid Kalliapseudes schubartii in tests conducted with reference toxicants

Since CONAMA resolution 344 (2004), which regulates the levels of contaminants in dredged material, the evaluation of the quality
of sediments has received increased attention in Brazil in an attempt to establish standards for test protocols applied to benthic
organisms and to investigate the sensitivity of this species. Regarding this issue, the present investigation had to main objectives.
Firstly, to review test protocols for acute toxicity using the tanaidacea Kalliapseudes schubartii, and secondly to investigate the
sensitivity of this species for reference toxicants usually employed in the marine ecotoxicology. Sensitivity experiments were
carried out with the substances Zn, Cd, DSS (sodium dodecyl sulfate) and NH, in two salinity conditions (group 1: salinity 15 and
group 2: local salinity 5.7; 7.3; 8.5; 10 e 21). In these experiments, mortality and mobility were assessed. Based on the threshold
EC,, and LC,, six days were needed to observe significant mobility effects, while seven days were needed to observed significant
mortality effects. For zinc, in tests with individuals acclimatized in salinity 15 (group 1) there were found results with higher
reproducibility. For group 1, were obtained LC, (7 days): Zn = 7.75 mg L'"; Cd = 0.29 mg L'; DSS = 12.12 mg L' and non-
ionized ammonia = 3.16 mg L'. The results obtained to group 2 demonstrated that the acclimatization process of the organisms
must interfere in their sensitivity, but, without a well defined visible pattern. The mobility as end point was less precise and
therefore did not present advantages on the use of the mortality. In tests intended to evaluate the quality of the sediment, tanaids
were generally found to be less sensitive than other organisms. However, using tanaids presented some advantages such as their
wide salinity tolerance, preference for fine sediments, and high resistance to non-ionized ammonia.
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INTRODUCAO

No Brasil, os testes de toxicidade com sedimento ganharam
mais atengao devido a recente resolugdo do CONAMA n° 344
de 2004 que estabelece as diretrizes gerais e os procedimentos
minimos para a avalia¢cdo do material a ser dragado. Entretanto,
diferentes metodologias podem ser empregadas em testes que
avaliam a toxicidade dos sedimentos. Experimentos com a
fase solida do sedimento apresentam uma duragdo de 10 dias
em testes letais e utilizam principalmente macroinvertebrados
bentonicos, como anfipodos e poliquetos, tanto adultos como
juvenis. No Brasil, os organismos teste normalmente utilizados
sdo os anfipodas Tiburonella viscana (Abessa et al., 1998;
Abessa et al., 2001) e Hyalella azteca (Portela et al., 2006).
Entretanto, a necessidade de encontrar outros organismos
com caracteristicas mais adequadas para avaliar sedimentos
estuarinos, como ampla tolerancia as varia¢des de salinidade,
levou ao desenvolvimento de pesquisas com o tanaidaceo
Kalliapseudes schubartii (Zamboni & Costa, 2002).

Tipico de zonas mixohalinas, o tanaidaceo tubicola
K. schubartii ¢ uma das espécies mais abundantes em
ambientes estuarinos da costa sul ¢ sudeste brasileira (Rosa &
Bemvenuti, 2006; Pagliosa & Barbosa, 2006; Leite, 1995).
Possui habito infaunal suspensivoro-detritivoro, apresenta
distribui¢do agregada e concentra-se na camada superficial
do substrato, estando associado com sedimentos finos e
moderadamente selecionados e com teores elevados de matéria
organica (Leite et al., 2003). Apresenta alta importancia
ecologica, desempenhando um papel importante na cadeia
trofica do estudrio como item alimentar de espécies com
reconhecido valor economico (Figueiredo & Vieira, 2005;
Fonseca & D’Incao, 2006).

Sua utilizagdo como organismo teste na avaliagdo da
qualidade dos sedimentos ja vem sendo testada, assim como
a sua sensibilidade frente a uma série de substancias toxicas
(Costa, 1997). Contudo, para a realiza¢@o destes experimentos,
tem sido utilizada como referéncia protocolar a metodologia
padronizada pela ASTM (1995) para o anfipodo Hyalella azteca,
incluindo modificagdes somente no volume de sedimento ¢ na
salinidade do experimento (Zamboni & Costa, 2002). Devido a
pouca informagao sobre este tipo de experimento, o objetivo deste
trabalho foi revisar a metodologia que vem sendo empregada
nos testes de toxicidade aguda com o uso do tanaidaceo K.
schubartii em experimentos com substancias de referéncia,
além de comparar a sua sensibilidade em diferentes condi¢des
salinas, bem como com outros organismos rotineiramente
utilizados em testes com sedimento total.

MATERIAL E METODOS

Coleta dos organismos e aclimatagdo

Os organismos foram coletados nas proximidades
da desembocadura do rio Itajai-Acu (litoral norte de Santa
Catarina), na margem do municipio de Navegantes, em uma
profundidade aproximada de 0,5 metros. Com auxilio de uma
pa, retirou-se uma camada de sedimento de aproximadamente
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15 cm de espessura que foi peneirado no proprio local em malha
de 0,5 mm para a separag@o dos tanaidaceos. Os organismos
assim obtidos foram acondicionados em baldes com agua do
local para o seu transporte até o Laboratdrio de Ecotoxicologia
do CTTMar (UNIVALI).

Em laboratério, os organismos foram acondicionados em
aquarios de vidro contendo uma fina camada de sedimento e
6 litros de agua do local de coleta, em densidades maximas
de aproximadamente 400 individuos por aquario. Os lotes de
organismos coletados foram divididos em dois grupos. Em
um aquario os organismos foram aclimatados a salinidade de
15 (grupo 1), ajustando-se 3 unidades de salinidade a cada
3 horas, visto ser esta a salinidade utilizada para testes com
substancias de referéncias pela maioria dos autores. O grupo 2
foi mantido com a salinidade do local no momento de cada
coleta (5,7-7,3-8,5-10-21) até a realizagdo dos experimentos.
Durante o periodo de aclimatagdo, que nunca ultrapassou dois
dias, os aquarios foram mantidos em temperatura controlada
de 22 +2 °C, com fotoperiodo de 12C:12E ¢ aeragao constante
(Zamboni & Costa, 2002).

Testes com substdncias de referéncia

Com uma pipeta de boca larga foram selecionados
somente organismos saudaveis, entre 0,7 ¢ 1,0 cm, sendo
excluidas as fémeas ovigeras. Seguindo os procedimentos
anteriores, para cada lote de organismos foram realizados
experimentos em duas condigdes de salinidade, aclimatada a
15 no grupo 1 e igual a observada no momento da coleta no
grupo 2 (5,7-7,3-8,5-10-21).

Foram realizados um total de oito experimentos com o
sulfato de zinco (ZnSO,.7H,0), quatro no grupo 1 (salinidade 15)
e quatro no grupo 2 (salinidade local). Os resultados obtidos no
grupo | foram os utilizados para estabelecer a concentragao letal
e efetiva incipiente e o tempo minimo de duragao do experimento.
A faixa de concentracdo testada nestes ensaios sempre esteve
entre 640 ¢ 5 mg L' de Zn. Para o CdCl, (4 a 0,031 mg L'
de Cd), o DSS (dodecil sulfato de sodio) (320a5mgL')eo
NH,CI (640 a 10 mg L' de NH,), foram executados um teste
para cada condi¢do de salinidade. A concentragdo de amdnia
ndo ionizada (NH,) foi estimada por calculo estequiométrico
em base da temperatura, pH e salinidade da solugéo teste.

Os testes foram realizados de forma estatica, com duragao
de 10 dias, sem alimentagdo, sem sedimento e sem aeragdo. Para
cada concentragao teste, incluindo o controle, foram preparadas
4 réplicas com 5 organismos cada e 125 mL de solugio teste
em salinidade adequada. Os experimentos foram conduzidos
a22 + 2 °C e fotoperiodo 12C:12E.

Os efeitos ou end points observados foram mortalidade
e mobilidade. Para a mobilidade foi considerado efeito a
incapacidade do organismo em reagir ao estimulo mecéanico
através da natagdo de qualquer velocidade ou enrolando seu
corpo. Os experimentos foram acompanhados a cada 24 horas
e os individuos mortos foram removidos. Dados de salinidade
e pH foram anotados no inicio e no final dos experimentos.
Os testes com substancias de referéncia foram considerados
aceitaveis quando a mortalidade ou a imobilidade total entre
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as réplicas do controle ndo foi superior a 20% (Zamboni &
Costa, 2002).

Os valores de CE, (concentragdo efetiva para 50% dos
organismos testados) e CL, (concentragdo letal para 50% dos
organismos testados) foram determinados através do método
Trimmed Spearman-Karber utilizando-se o programa TSK
versdao 1.5 (EPA, Cincinnati, Ohio). As cartas-controle foram
elaboradas segundo USEPA (2002). As comparagdes multiplas
entre os tempos de exposi¢do foram realizadas mediante o uso
da ANOVA para um nivel de significancia de p < 0,05 apoés a
normaliza¢do dos dados segundo Zar (1996).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Tempo de teste e end point

O tempo minimo de execugdo dos experimentos foi
determinado a partir da estabiliza¢do dos valores de CE, e CL,,
para o Zn nos experimentos com organismos aclimatados e
expostos a salinidade 15 (grupo 1). Os resultados demonstraram
que foram necessarios 6 dias para a estabilizagdo dos valores
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de CE, nos testes de mobilidade e 7 dias para a estabilizagdo
dos valores de CL, para a mortalidade (Figura 1). Este tempo
difere dos 4 dias que vém sendo utilizados por outros autores
e recomendados por Zamboni & Costa (2002).

O valor da CE, para o grupo 1, apos 6 dias de exposigdo
ao zinco, foi de 5,39 mg L', enquanto que a CL,,, mesmo com
7 dias de exposigéo, foi de 7,75 mg L (Tabela 1). Segundo os
resultados da ANOVA (p < 0,05) existe diferenga significativa
entre esses valores, e por isto, 0o modelo de experimento escolhido
modificara o resultado final.

Carta controle de sensibilidade

As cartas de sensibilidade dos experimentos realizados
demonstraram que todos os testes com zinco mantiveram-se
dentro dos limites da amplitude de varia¢do, porém os valores
de CE, (6 dias) apresentaram maior variagdo em comparagao
com os de CL, (7 dias) (Figure 2). Os coeficientes de variagdo
(CV) obtidos para os testes de mortalidade (< 40%) e mobilidade
(< 65%) (Tabela 1) confirmam a menor precisao para este
ultimo critério de efeito.
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Figura 1 — Relago entre tempo de exposi¢do e os valores de CE, | (A — mobilidade) e CL, (B — mortalidade) sob efeito do zinco (mg.L™) para os
organismos aclimatados a salinidade de 15. As letras indicam os tempos significativamente semelhantes segundo Teste de Tukey a posteriori para p < 0,05.
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Conforme a Figura 2, para o zinco, os valores de
CL, (7 dias) variaram entre 7,07 mg L' a 15,87 mg L' nas
diferentes salinidades de exposicao, sendo que os testes com
salinidade 15 mostraram maior replicabilidade. J& os valores
de CE, (6 dias) ficaram entre 3 mg L' ¢ 13,92 mg L' de Zn
para as mesmas salinidades.

Sensibilidade do tanaiddceo
Kalliapseudes schubartii em testes agudos

A sensibilidade do tanaidaceo Kalliapseudes schubartii
frente a amonia ndo ionizada (NH,) e aos toxicos de referéncia
cadmio e o detergente dodecil sulfato de sdédio (DSS) estdo
representados na Tabela 2. Para as trés substancias testadas, os
valores de CE_ (6 dias) e CL, (7 dias) mostraram-se semelhantes,
ou seja, a mortalidade dos organismos nao foi antecedida por
uma evidente redugdo de mobilidade, diferente do que foi
observado nos testes com o zinco.

Nos experimentos com o DSS o grupo que sofreu o
processo de aclimatagdo para a salinidade de 15 apresentou
maior sensibilidade. Para as demais substancias, este ajuste de
salinidade ndo se mostrou determinante para a sensibilidade dos
organismos (Tabela 2). Os dois grupos apresentaram resultados
semelhantes frente ao NH,, enquanto que para o cadmio o
grupo na salinidade local (8,5) mostrou maior sensibilidade.
Para esta ultima substancia, Costa (1997) também obteve
maior sensibilidade de K. schubartii em experimentos de
menor salinidade. Estes resultados ressaltam que o processo de
aclimatagdo dos organismos pode interferir na sua sensibilidade,
entretanto, sem um padrdo aparente bem definido.
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Tabela 1 — Valores médios de CE, (mobilidade) e CL, (mortalidade),
desvio-padrdo (DP) e coeficiente de variagdo (CV) para o zinco (mg.L™")
utilizando organismos aclimatados e expostos a salinidade de 15 em
diferentes tempos de exposi¢ao.

CE,, CL,,

Dia Meédia DP CV Meédia DP CV
1 213,91 106,11 49,60 283,35 92,79 32,75
2 53,62 18,75 34,96 100,70 41,00 40,71
3 38,10 21,06 55,27 61,95 16,98 27,41
4 16,36 4,94 30,21 44,07 16,61 37,69
5 9,53 2,40 25,13 27,74 9,01 32,50
6 5,39 1,80 33,48 14,86 2,75 18,51
7 4,14 1,63 39,27 7,75 0,55 7,09
8 3,10 1,52 48,95 5,22 1,33 25,52
9 2,58 1,41 54,62 4,71 0,90 19,16
10 2,64 1,72 65,02 4,09 1,19 29,02

Tabela 2 — Valores de CE, (mobilidade) e CL, (mortalidade) em mg.L™
para os ensaios realizados com o DSS, NH, e Cd para os
grupos 1 (salinidade de 15) e 2 (salinidades do local de coleta).

Substancia Grupo CE , (6 dias) CL (7 dias)
DSS 1(15) 12,75 12,12
2(5,7) 25,42 26,39
NH, 1(15) 3,31 3,16
2(10) 3,60 3,77
Cd 1(15) 0,31 0,29
2 (8,5) 0,22 0,17

*valores entre parénteses sao as salinidades de aclimatacao e teste.
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Figura 2 — Valores de CE, e CL,; (ponto), média (M), limite superior (M + 2dp.) e inferior (M — 2dp.) para o grupo de organismos
aclimatados e expostos a salinidade de 15 (A e B) e para o grupo aclimatado e testado com salinidade do local de coleta (C e D).
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Tabela 3 — Valores de CL, (mortalidade) e CE,, (mobilidade) em mg.L"' para diferentes substancias utilizando
Kalliapseudes schubartii e trés anfipodos utilizados em testes de toxicidade com sedimento segundo diferentes autores.
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Organismo-teste Tempo de teste Efeito DSS Cd NH, Autores
Leptocheirus plumulosus (anfipodo) 9 h mortalidade - - 1,06 - ASTM, 1992
Hyalella azteca (anfipodo) 96 h mortalidade 0,073" - 0,003-0,304 0,126 Costa, 1997
Besser et al., 1998
USEPA, 2000
Tiburonella viscana (anfipodo) 48h mortalidade 0,79 3,41 - - Melo & Nipper, 2007
Kalliapseudes schubartii 96 h mortalidade - - 0,105-0,937 - Costa, 1997
(tanaidéceo) 96 h mobilidade 16,36 13,39 0,65 4,35 Presente trabalho
mortalidade 44,07 13,61 0,78 5,44
6 dias mobilidade 5,39 12,75 0,31 3,31
7 dias mortalidade 7,75 12,12 0,29 3,16

* teste de 10 dias de duragio.

Na Tabela 3 estdo representadas as sensibilidades de
diferentes organismos bentdnicos utilizados na avaliagdo da
toxicidade de sedimentos estuarinos. De uma forma geral, o
tanaidaceo K. schubartii apresenta uma maior resisténcia aos
toxicos de referéncia testados. Estas diferencas de sensibilidade
reduzem quando ¢ utilizado o tempo de teste de 7 dias estabelecido
neste trabalho, mas ainda consistem como um fator limitante
para sua utilizacdo em testes de toxicidade.

Entretanto, a sua menor sensibilidade ao NH, pode ser
vantajosa na avaliagdo de sedimentos com altos teores de matéria
organica, onde freqiientemente torna-se dificil reconhecer se a
toxicidade sobre os organismos testados ¢ causada pela presenga
de contaminantes ou por elevadas concentragdes de nitrogénio
amoniacal (Ho et al., 2002).

Outras espécies apresentadas na Tabela 3 apresentam
algum ponto critico em experimentos aplicados para ambientes
estuarinos. Hyalella azteca, apesar de ser recomendado pela
USEPA (2000), possui limitagdes para suportar salinidades
elevadas. Segundo Melo & Nipper (2007), Tiburonella viscana
¢ uma espécie marinha que tolera salinidades préximas a
19, entretanto sua sobrevivéncia ¢ afetada por sedimentos
essencialmente finos, comuns em ambientes estuarinos.

A ampla faixa de tolerancia do K. schubartii as variagdes
de salinidade e a sua preferéncia por sedimentos finos, conferem
a esta espécie, vantagens no seu uso em estudos e programas
de monitoramento de ambientes estuarinos ¢ lagunares.

CONCLUSAO

O tempo minimo para a execugdo dos testes de mortalidade,
com o toxico de referéncia Zn, utilizando Kalliapseudes schubartii
foi de 7 dias, superior aos 4 dias que vém sendo utilizados.
Esta adequacdo do tempo de exposi¢do a toxicos de referéncias
sugere a necessidade de estudos capazes de também estabelecer

o tempo minimo para experimentos com sedimento total, que
atualmente sdo efetuados em 10 dias.

Autilizagao do efeito mobilidade ndo mostrou-se eficiente,
visto que o tempo de execucao dos experimentos diminuiu em
apenas 1 dia e a variabilidade dos resultados foi superior aos
testes de mortalidade.

Apesar de K. schubartii ser mais resistente que outras
espécies empregadas nas avaliagdes de sedimentos, sua utilizagdo
ainda ¢ necessaria em locais que ndo apresentam uma melhor
alternativa. Sua ampla tolerancia as varia¢des de salinidade, a
preferéncia por sedimentos finos e maior resisténcia a amdnia
ndo ionizada sdo caracteristicas que devem ser consideradas
para sua escolha como organismo teste sobretudo em ambientes
estuarinos.
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