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RESUMO

Este estudo apresenta avaliagcBes ecotoxicologicas de amostras aquosas do biocida
Grotan®OX em diferentes concentragfes e pHs e de amostras de 4gua que entraram em
contato com diesel contaminado com Grotan®OX. Estas avaliagdes foram feitas através de
bioensaios com Artemia salina e Lactuca sativa. Os parametros analisados foram: a taxa de
mortalidade, no caso da A. salina, e o crescimento da raiz, peso dos brotos e germinagao das
sementes, no caso da L. sativa. Neste estudo também foi feita uma avaliacdo de custos dos
bioensaios mencionados, assim como uma comparagdo destes com os custos do tradicional
bioensaio com Daphnia magna. De forma geral, os resultados obtidos indicaram a toxicidade
do biocida nas condicbes analisadas. Sua toxicidade foi considerada alta, matando mais de
metade dos especimes de Artemia salina em valores iguais ou superiores a 100 ppm e
provocando uma queda de mais de 50% no crescimento das raizes de Lactuca sativa em
valores iguais ou superiores a 200 ppm. Ndo ficou claro o efeito do pH sobre a quantidade de
formaldeido liberado, nos experimentos com 0 microcrustdceo houve um aumento de sua
toxicidade relativamente grande em valores de pH iguais a 5 e 3, sendo este aumento mais
efetivo em pH 3, mas nos experimentos com a planta sua toxicidade se mostrou independente
do pH. Ficaram constatadas grandes transferéncias de Grotan®OX ou do seu agente biocida
para a agua que entrou em contato com diesel contaminado com o biocida, mas o efeito do
tempo sobre tais transferéncias ndo pode ser determinado. Os métodos se mostraram
eficientes de forma geral, com exce¢do da germinacdo das sementes de Lactuca sativa, em

todos os parametros analisados se observou a sensibilidade dos organismos ao Grotan®O X.
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1 APRESENTACAO

Grande parte da demanda energética mundial atual é satisfeita por fontes fosseis ndo
renovaveis (petréleo, carvdo e gas natural). No entanto, estas fontes vém sido consumidas
rapidamente, tornando necessaria a substituicdo dos combustiveis fosseis por combustiveis
alternativos derivados de fontes renovaveis. Os principais substitutos sdo o etanol e o diesel
produzidos atraves de matéria organica de origem agricola que por isso recebem o nome de
bioetanol e biodiesel. Por esse motivo, a produgdo de biocombustiveis vem crescendo rapida e
continuamente, segundo a Statistical Review of World Energy de junho de 2011 produzida
pelo BP, atingindo em 2010 aproximadamente 59 milhdes de toneladas anuais, das quais
cerca de um terco dessa producéo foi de biodiesel.

Além da vantagem relacionada a fonte, existem outras caracteristicas que diferenciam
o diesel de origem fossil do biodiesel, entre elas estd & biodegradabilidade do biodiesel,
caracteristica que é considerada uma desvantagem quando se trata de armazenamento e
estocagem, momento em que 0 produto esta sujeito a biodeteriorizacdo. Por isso se tornou
comum a adicdo de produtos com atividade antimicrobiana (biocidas) durante o processo de
armazenamento do biodiesel e misturas diesel-biodiesel a fim de impedir a proliferacdo de
bactérias, fungos e leveduras que ocorre quando o produto esta em presenca de &gua, mesmo
que em pequenas quantidades.

Um dos produtos que tem sido utilizados com essa finalidade é o biocida Grotan®0 X
produzido pela Schillke & Mayr . Este biocida é pertencente a classe dos liberadores de
formaldeido, ou seja, € uma substdncia que durante sua degradacdo produz moléculas de
formaldeido em uma velocidade que varia dependendo das condi¢Bes quimicas e fisicas em
que se ela encontra e por isso, é potencialmente toxico. Segundo o fabricante, o Grotan®0OX
pode ainda ser utilizado como conservante em fluidos de circulagdo, em emulsdes técnicas e
liquidos de limpeza e sua atividade biocida afeta bactérias, fungos e leveduras.

Considerando a atual e crescente preocupacgdo com os impactos ambientais produzidos
pela indistria de forma geral, este trabalho visa avaliar a ecotoxicidade aguda do biocida
mencionado através de dois bioensaios: taxa de germinacdo de sementes e crescimento de
brotos de Lactuca sativa (conhecida popularmente como alface) e taxa de mortalidade do
microcrustaceo Artemia salina, sendo estes bioensaios complementares um ao outro por
utilizarem organismos pertencentes a niveis tréficos diferentes. O trabalho tem também o
intuito de avaliar e incentivar 0 uso destes bioensaios menos comuns e tidos como

alternativos, j& que sdo de alta simplicidade operacional e baixo investimento financeiro se
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comparados com os bioensaios tradicionais como o da taxa de mortalidade do microcrustaceo

Daphnia magna.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 FORMALDEIDO
2.1.1 Caracteristicas Fisicas e Quimicas

O formaldeido, também chamado de metanal (IUPAC), aldeido metilico, 6xido de
metileno, entre outros, € um composto organico de formula quimica CH,O e seu nimero de
registro CAS é 50-00-0. E o menor e mais simples aldeido que existe, possuindo o ponto de
ebulicdo de -19,3°C e ponto de fusdo de -117,0°C. Na temperatura ambiente existe na forma
de gas incolor com forte odor pungente irritante a vias aéreas e olhos. O formaldeido é
altamente reativo, facilmente polimeriza, é inflamavel e pode formar misturas explosivas no
ar. Devido a sua estrutura molecular (Figura 1) é muito soldvel em solventes polares como

agua e alcool, o que agrava seu potencial poluente (BEAUCHAMP et al., 2002).

Figura 1 — Férmula estrutural do formaldeido.
0

C

7N\
H H

2.1.2 Importancia

Ele é de grande importancia na indUstria quimica por ser um precursor na producao de
diversos compostos organicos, principalmente na fabricacdo de resinas do tipo ureia-
formaldeido, fenol-formaldeido e melamina-formaldeido. Estes consomem cerca de 60% da
producdo mundial de formaldeido (IHS CHEMICAL, 2012). Devido a sua caracteristica
biocida, ele também possui diversas utilizagbes na medicina, em conservacdo de partes
anatdmicas e embalsamento, como desinfetante e preservante. Além das aplicacdes ja citadas,
podemos também mencionar seu uso na revelacdo de filmes fotograficos, na industria do

couro e agricultura e como preservante em cosmeticos.

2.1.3 Riscos a Saude e ao Meio Ambiente

Em contrapartida aos beneficios produzidos na inddstria € no ramo médico, o
formaldeido é perigoso tanto a saude humana quanto ao meio ambiente. Nos humanos seus
efeitos imediatos na forma gasosa, mesmo em concentragfes baixas (10 a 20 ppm), sdo de
lacrimejacdo abundante, severa sensacdo de queimacgdo e tosse, podendo ser tolerado por
poucos minutos (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2012). Além disso, diversas
instituices conceituadas (INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER,
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2006) apontam o formaldeido como uma substancia carcinogénica, dentre elas estad a U.S.
Department of Health and Human Services (2011), que o listou como “Conhecido por ser um
carcinogénico humano”.

No meio ambiente, a maior parte do formaldeido entra na atmosfera, onde ele é
rapidamente degradado por fotdlise e foto-oxidacéo por radicais hidroxilas. O formaldeido no
solo e na agua também é biodegradado em um tempo relativamente pequeno. Na agua ele é
biodegradado principalmente por hidratacéo, produzindo metileno glicol.

O formaldeido é toxico a diversos organismos, mas € biodegradado rapidamente,
possui baixa bioacumulacao, e a capacidade dos organismos de metaboliza-lo indicam que o
impacto do formaldeido no ambiente é bastante limitado quando em baixas quantidades.
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1991)

Em vegetais, o formaldeido exerce efeito sob a enzima EC 4.3.1.3. Essa enzima é
responsdvel por catalisar a desaminacdo do aminodcido histidina, dessa forma impedindo a
obtencdo de nitrogénio pelos vegetais de uma das maiores fontes do mesmo. (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 1989)

2.2 GROTAN®OX

2.2.1 Caracteristicas Fisicas e Quimicas
A Tabela 1 apresenta caracteristicas e propriedades fisico-quimicas do Grotan®OX. Os

dados foram produzidos pelo fabricante.

Tabela 1 - Caracteristicas e propriedades fisico-quimicas do Grotan®OX.

Aparencia Liquido amarelo claro
Odor Semelhante a aminas
Densidade a 20°C 1,049 - 1,069 g/mL
Ponto de ebulicdo 204°C
Solubilidade em agua Totalmente soltvel

Adaptada de: Schiulke & Mayr Gmbh (2008)

2.2.2 Descrigéo

O Grotan®0X é um biocida de largo espectro produzido pela Schiilke & Mayr. De
acordo com o fabricante ele pode ser usado em solucdes aquosas alcalinas, emuls@es técnicas
e em fluidos aquosos de sistemas de refrigeracdo. Ele é efetivo contra varias espécies de

bactérias, fungos e leveduras. A Tabela 1 apresenta 0s micro-organismos para 0s quais 0


http://www.schuelke.com/
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Grotan®OX foi testado pela Schiilke & Mayr e a concentracdo minima necessaria para a

inibicdo dos mesmos.

Tabela 2 - Concentracées minimas necessarias de Grotan®0X para a inibicdo dos micro-

organismos.
Bacterias m/m (%)
Alcaligenes Faecalis 0,015
Enterobacter Cloacae 0,030
Escherichia Coli 0,030
Klebsiella Pneumoniae 0,040
Legionella Pneumophila <0,1
Proteus Mirabilis 0,040
Proteus Vulgaris 0,030
Pseudomonas Aeruginosa 0,030
Pseudomonas Fluorescens 0,015
Pseudomonas Putida 0,125
Staphylococcus Aureus 0,030
Bactérias Redutoras de Sulfatos
Desulfovibrio Desulfuricans 0,050
Leveduras
Candida Albicans 0,125
Candida Lipolytica 0,060
Rhodotorula Mucilaginosa 0,030
Saccharomyces Cerevisiae 0,125
Fungos
Aspergillus Niger 0,030
Fusarium Oxysporum 0,030
Hormoconis Resinae 0,150
Penincillium Funiculosum 0,015

Adaptada de: Schiilke & Mayr Gmbh (2008)

O Grotan®0OX possui como substancia ativa a 3,3'-Metilenobis[5-metiloxazolidina],
namero de registro CAS 66204-44-2. Esta é uma substdncia que em sua degradacdo natural
libera moléculas de formaldeido, fazendo com que o Grotan®OX se enquadre na classe de

biocidas liberadores de formaldeido.


http://www.schuelke.com/
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Figura 2 - Estrutura molecular da 3,3'-Metilenobis[5-metiloxazolidina].

-
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De acordo com o Het College VVoor De Toelating Van Gewasbescherminhgmidde len
En Biociden (2012) as propriedades biocidas da substancia ativa do Grotan®OX, devem-se
exclusivamente ao formaldeido liberado por ela.

A quantidade de formaldeido liberada pelo Grotan®OX pode chegar a 41,3% (valor
maximo quantificado) ou a 48,4% (valor maximo tedrico) em massa segundo Henriks-
Eckerman et al. (2008).

2.3 ENSAIOS COM ARTEMIA SALINA
2.3.1 Introducéo

Os ensaios com Artemia salina apresentam como principal vantagem sua simplicidade
operacional. Para esses ensaios toxicologicos ndo ha necessidade de se manter uma cultura
dos espécimes, os cistos de Artemia salina sdo facilmente encontrados em lojas de
suprimentos para aquarios e podem ser eclodidos sem dificuldades (PERSOONE, 1984).

Os preparativos para o inicio do teste comecam de 24 a 48 horas antes do seu inicio.
Também se deve considerar que este ensaio ndo envolve a alimentacdo das Artemia salina,
isso sO é possivel devido a rapidez dos testes, que sdo concluidos em cerca de 3 dias apos a
eclosdo dos cistos (LABORATORY OF ECOTOXICOLOGY AND LCA), esses séo,

portanto, ensaios de ecotoxicidade aguda.

2.3.2 Caracteristicas do Organismo

Artemia salina é uma espécie de microcrustaceo da ordem Anostraca, que pode ser
utilizada como bioindicador de toxicidade. Ela é um crustaceo filtrador que se alimenta
basicamente de bactérias, algas unicelulares, pequenos protozoarios e detritos dissolvidos no
meio (SANTQOS, 2011).
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Os cistos eclodem produzindo os Nauplii, que possuem aproximadamente 0,5mm de
comprimento. Estes possuem um unico olho simples que € utilizado para detectar a presenca e
a direcdo da luz. Os Nauplii nadam na direcdo a luz, diferentemente dos espécimes adultos,
que nadam no sentido de se afastar dela. Nos estagios posteriores aos Nauplii, as Artemia
salina desenvolvem outros dois olhos mais eficientes, mas mantém o olho inicial. (BRINE
SHRIMP DIRECT, 2012)

A Artemia salina passa por varios estagios antes de se tornar adulta. No primeiro
estagio, o Nauplius, Figura 3, possui uma coloracdo alaranjada, um olho e 3 pares de
apéndices com fungdes sensoriais (primeiro par), de locomocao e filtragdo (segundo par) e
mandibulares (terceiro par). Neste estagio o Nauplius ainda ndo se alimenta. Apds cerca de
oito horas o animal entra no segundo estagio, onde ele comeca a se alimentar. Até se tornar
adulto, Figura 4, o espécime passa por cerca de 15 transformacgbes que, em condicGes
favoraveis, demoram cerca de 8 dias. (STAPPEN, 1996)

Figura 3 - Nauplius de Artemia salina. Figura 4 - Espécime adulto de Artemia salina.

100 um

Fonte: Bardal, T. (2012) Fonte: Sykora, V. (2012)

Apesar de ser uma espécie de agua salgada, a Artemia salina ndo se desenvolve no
mar, apenas em lagos de agua salgada.

Os cistos de Artemia salina sdo quase exclusivamente produzidos nos Estados Unidos
da América, isso porque a maioria da producdo é feita pela Ocean Star International. Estes
cistos podem ser estocados por longos periodos. Se mantidos longe de umidade e em baixas
temperaturas, eles podem ser eclodidos (com alta taxa de eclosdo) até quatro anos apds sua
estocagem (LABORATORY OF ECOTOXICOLOGY AND LCA).
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2.3.3 Ecloséo dos Cistos

A ecloséo dos cistos de Artemia salina deve ser feita em solucéo salina. A solucao
pode ser preparada em laboratério, ou pode-se também optar por utilizar misturas de sais
comercializadas como “Instant Ocean®” e similares diluidos em agua destilada.

A solucdo de sal marinho artificial deve ser aerada com a ajuda de uma bomba de
aeracdo para garantir oxigenacao suficiente para a sobrevivéncia dos neonatos de Artemia
salina (chamados de Nauplii) e manter a &gua sob leve agitacao.

Uma pequena quantidade de cistos deve ser colocado em uma pera de separacdo ou
Becker de 500 mL com 250 mL da solucdo de sal marinho artificial. A pera deve ficar sob
leve aquecimento (27-29°C) produzido por uma lampada incandescente por 18-48 horas.
Apo6s esse periodo de eclosdo dos cistos, os Nauplii jaA podem ser utilizados nos ensaios

toxicologicos.

2.3.4 Método

As solugcBes a serem analisadas devem ser preparadas com solugbes de sal marinho
artificial. Cinco mL das solugfes contendo as diferentes concentragdes do analito devem ser
preparadas em duplicata ou triplicata. Em cada uma das solug6es séo adicionados dez Nauplii.
N&o é necessaria aeracdo se a solucdo estiver bem dispersa devido a grande superficie de
contato com o ar. As solucBes sdo mantidas a cerca de 25°C. Apds o tempo estipulado para o

teste, deve-se contar os individuos vivos.

2.4 ENSAIOS COM LACTUCA SATIVA
2.4.1 Introducéo

Sementes de plantas tém se mostrado excelentes organismos para bioensaios de
toxicidade. Desde que as sementes sejam mantidas em ambiente seco, elas permanecem
dormentes e podem ser estocadas por longos periodos sem perder a viabilidade. Uma vez
hidratadas rompe-se seu estado de dorméncia e inicia-se a fase de germinagdo, na qual as
sementes passam por mudancas fisiologicas répidas, se tornando muito sensiveis a qualquer
estresse ambiental (CUNHA, 2011).

O ensaio usando Lactuca sativa é considerado um meio simples, rapido e sensivel de
avaliar o risco potencial de substancias quimicas ao meio ambiente (GOPALAN, 1999).

O teste se baseia na analise fitotdxica de contaminantes na germinacdo e no
crescimento da raiz de plantas nos primeiros dias de seu crescimento (BAUGUR-
GONZALEZ, 2011).
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2.4.2 Caracteristicas do Organismo

A Lactuca sativa, comumente conhecida como alface, é uma planta de porte herbaceo,
de ciclo anual, com um caule carnudo e de tom verde claro. Algumas variedades apresentam-
se avermelhadas nas extremidades. As suas folhas dispdem-se em forma de roseta ou de
repolho conforme a variedade. Normalmente possuem folhas grandes e lisas, mas por vezes
frisadas, com a falta de agua entram rapidamente em floragdo (NPLANTAS, 2012). A Figura

5 apresenta um espécime de Lactuca sativa.

Figura 5 - Um espécime de Lactuca sativa.

Fonte: Romaine Variety (2012).

2.4.3 Método

Solugles teste recentemente preparadas devem ser adicionadas a placas de Petri que
contenham um material inerte para a retencdo do liquido. As sementes devem ser colocadas
nas placas de Petri de forma homogénea e que nada impeca o seu crescimento. As placas sao
vedadas para que ndo sequem e incubadas no escuro até que 65% das sementes controle
tenham germinado e suas raizes tenham crescido pelo menos 20 mm. O numero de sementes

germinadas deve ser contado e os comprimentos das raizes medidos.

2.5 ENSAIOS COM DAPHNIA MAGNA
2.5.1 Introducéo

Especies do género Daphnia tem grande participacdo na comunidade zooplanctonica
no mundo todo. Elas tem tido sua biologia amplamente estudada. Atualmente a espécie
Daphnia magna é uma das espécies mais utilizadas em varios paises em ensaios de toxicidade

aguda de substancias puras e descargas industriais complexas (BEATRICE, 2004).
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2.5.2 Caracteristicas do Organismo

Daphnia magna, Figura 6, € um microcrustaceo plancténico de agua doce, com
tamanho médio de 5 a 6 milimetros. Ele atua na cadeia alimentar aquatica como consumidor
priméario, alimentando-se por filtragdo de material orgénico particulado, principalmente de
algas (KERSTING, 1976)

Figura 6 - Espécime de Daphnia magna.

Fonte: The Evolution of phenotypic plasticity.

2.5.3 Método

O principio do método consiste na exposicdo de individuos jovens de Daphnia magna
por um periodo de 24 a 48 horas a varias diluicbes de uma amostra, apos o qual é verificado
seu efeito sobre a capacidade natatéria dos organismos, ou seja, sobre sua mobilidade (KNIE
e LOPES, 2004)

2.5.4 Cultura das Daphnia magna

A cultura dos organismos testes deve comegar pelo menos trés semanas antes do teste
para garantir um numero suficiente de neonatos. Um minimo de 16 horas de luz por dia deve
ser mantido para o desenvolvimento das Daphnia magna. O EPA aconselha que se mantenha
pelo menos cinco recipientes de cultura (com idealmente 3 litros de solucdo) para evitar a
perda da cultura caso ocorra a morte de todas as Daphnia magna em um recipiente. Em cada
recipiente deve-se manter cerca de 30 espécimes adultos, assim cerca de 300 neonatos serdo
produzidos semanalmente. Os recipientes devem ser lavados com agua destilada e esponja
para a retirada de espécimes mortos e alimento acumulado. Mensalmente, os recipientes
devem ser bem lavados com detergente durante a troca do meio de cultura.

O cuidado com o meio de cultura é essencial para evitar um crash populacional, onde

todos os individuos morrem rapidamente. Ele deve ser trocado trés vezes por semana. Durante
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a troca deve-se transferir de 25 a 30 espécimes adultos para cerca de 300 mL do meio de
cultura antigo em um recipiente temporario com a ajuda de uma pipeta. Lava-se o recipiente
de cultura e se adiciona um novo meio de cultura. Os 300 mL do meio de cultura antigo sdo
entdo transferidos para o recipiente de cultura permanente.

A populacdo deve ser restringida sempre que atingir cerca de 200 individuos por

recipiente a fim de evitar um crash populacional e a produgdo de machos e efipios.

2.5.5 Alimentagdo e Preparo do Alimento

Alimentar as Daphnia magna com o alimento correto e na quantidade certa é muito
importante. O alimento ideal € uma mistura (YCT) de levedura, ragdo para truta (comida em
flocos), e CEROPHYLL®, junto com algas verdes (Selenastrum Capricornutum).

A preparacdo do YCT consiste basicamente na dissolu¢ao dos produtos em agua ultra-
pura, seguida de sua decantacdo e filtragem do sobrenadante. As solugcdes obtidas sdo
misturadas em partes iguais.

O cultivo das algas verdes € um pouco mais complexo. Deve-se preparar 0 meio de
cultura das algas com 1 mL das solugcGes descritas na Tabela 3, que é entdo diluido a 1 L com

agua ultra-pura e filtrado.

Tabela 3 - Concentracdes de nutrientes nas solugdes estoque de alimento para algas

verdes.

Composto Quantidade a ser dissolvida em 500 mL de
agua

Macronutrie ntes

MgCl,.6H,0 6,08 g

CaClkL.2H,0 2,20 g

NaNO; 12,75¢

MgSO,.7H,0 7,35 ¢

K,HPO, 0,522 9

NaHCO; 7,50 ¢

Micronutrientes
HsBO;3 92.8 mg
MnCl.4H,0 208,0 mg
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ZnCl, 1,64 mg
FeCls.6H,0 79,9 mg
CoCl,.6H,0 0,714 mg
Na,Mo0O4.2H,0 3,63 mg
CuCh.2H,0 0,006 mg
Na,EDTA.2H,0 150,0 mg
Na,SeO, 1,196 mg

Fonte: Weber, 1993.

Dois tipos de culturas de algas verdes devem ser mantidos: Culturas estoque e culturas
alimento.

As culturas estoque devem ser preparadas com uma mistura de 1 mL de uma solucéo
inicial de algas em 250 mL do meio de cultura. As culturas devem ser agitadas 2 vezes ao
dia, a mdo ou por agitacdo magnética. Para se fazer novas culturas estoque, deve-se transferir
alguns mililitros para um novo meio de cultura, com aproximadamente 100 mL. As culturas
devem ser examinadas ao microscOpio semanalmente a procura de contamina¢do microbiana.

Culturas alimento séo preparadas com uma semana de antecedéncia ao uso. Elas sdo
produzidas a partir da mistura de 20 mL e 1 L de meio de cultura novo. Para a alimentacao,
deve-se preparar um concentrado por centrifugacdo dos meios de cultura alimento. Cerca de 3
L devem ser concentrados a 150 mL.

As Daphnia magna devem ser alimentadas com 45 mL de YCT e 2 mL de
concentrado de algas verdes 3 vezes por semana. Nos outros dias, deve-se alimenta-las com
apenas 2 mL de algas, também deve-se e agitar o meio de cultura das Daphnia magna para

levar a suspensdo novamente o material ja depositado (WEBER, 1993).



22

3 SITUACAO ATUAL

Os bioensaios de ecotoxicidade sdo experimentos muito usados atualmente na
avaliacdo de amostras ambientais, de produtos quimicos e de efluentes industriais e sanitarios.
Ensaios deste tipo podem ser agudos ou crénicos e se dividem pelo nivel tréfico e espécie dos
organismos usados como indicadores.

Niveis troficos sdo niveis alimentares que representam conjuntos bidticos com habitos
alimentares semelhantes. Os niveis se dividem basicamente em produtores, consumidores
primarios, secundarios, terciarios e decompositores (FONSECA, 2012; FARIA, 2012).

Atualmente a legislagdo brasileira determina, em alguns casos, a necessidade da
utilizacdo de bioensaios ecotoxicoldgicos. Alguns exemplos dos casos citados sdo a resolugdo
344/2004 do CONAMA que estabelece a realizacdo de ensaios ecotoxicoldgicos em materiais
dragados, com base na caracterizacdo ecotoxicologica dos sedimentos, e a resolugdo 430/2011
também do CONAMA que define que os critérios de ecotoxicidade para corpos hidricos
devem se basear em resultados de ensaios ecotoxicologicos realizados no efluente utilizando
organismos aquaticos de pelo menos dois niveis tréficos diferentes.

Em geral, para os bioensaios de ecotoxicidade, sao preferidos ensaios com organismos
que possuem uma metodologia padronizada por Orgdos reconhecidos nacional ou
internacionalmente como a ABNT e 0 USEPA.

Os bioensaios utilizando Artemia salina e Lactuca sativa como bioindicadores de
toxicidade ainda sdo pouco difundidos (principalmente em laboratérios prestadores de
servigos) apesar de serem descritos na literatura ha mais de 20 anos (PRESONNE, 1984;
GREENE, 1989).

A seguir sdo citados e descritos alguns dos principais organismos utilizados
atualmente em bioensaios ecotoxicoldgicos.

3.1 CRUSTACEOS
3.1.1 Daphnia magna

Um dos principais organismos usados como bioindicadores em todo mundo é a
Daphnia magna. Ela € um microcrustaceo planctonico de agua doce, com tamanho médio de
5 a 6 milimetros que atua na cadeia alimentar aquatica como consumidor primario,
alimentando-se por filtracdo de material organico particulado, principalmente de algas
(KERSTING, 1976). Ela é usada em ensaios de ecotoxicidade aguda com amostras de

efluentes industriais e sanitarios, produtos quimicos, amostras ambientais de agua superficial,
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agua subterranea, agua intersticial e elutriatos de sedimentos (APLISYA, 2012
BIOENSAIQS, 2012; ECOTOX, 2012).

3.1.2 Daphnia similis

E um organismo muito semelhante e pertencente 0 mesmo género da Daphnia magna
e € uma alternativa ao seu uso em ensaios agudos (APLISYA, 2012; BIOENSAIOS, 2012;
ECOTOX, 2012).

3.1.3 Ceriodaphnia dubia

Este organismo pertence a mesma familia das Daphnias e possui hdbitos semelhantes
a elas. A Ceriodaphnia dubia se diferencia por ser usada principalmente como organismo
indicador em ensaios crénicos (APLISYA, 2012; BIOENSAIQS, 2012; ECOTOX, 2012).

3.1.4 Mysidopsis juniae

Misidaceo utilizado em ensaios de ecotoxicidade aguda com amostras de efluentes
liquidos, produtos quimicos, elutriatos de sedimento e fragdo hidrossolivel de 6leos. Essa
espécie € amplamente distribuida em ambientes marinhos e estuarinos e tem sido bastante
utilizada em avaliacbes ecotoxicoldgicas, devido a sensibilidade a varios agentes toxicos,

facilidade de manuseio e cultivo e curto ciclo de vida. (VITALI, 2011)

3.1.5 Hyalella azteca

A principal espécie usada em ensaios com amostras de sedimentos. Esses anfipodas
escavadores marinhos sdo herbivoros e detritivoros, constituindo um importante elo na cadeia
alimentar de corpos de dgua. Sdo utilizados em ensaios de ecotoxicidade aguda e crbnica
(VITALI, 2011; ECOTOX, 2012; BIOENSAIOQS, 2012).

3.2 PEIXES
3.2.1 Danio rerio

Muito usado em testes de ecotoxicidade, € um peixe tropical de agua doce capaz de
adaptar-se facilmente a variadas condic6es ambientais naturais e artificiais. Esses peixes
vivem em média trés anos e atingem no maximo 5 centimetros de comprimento. Eles sdo
onivoros, de comportamento pacifico e muito ativos. Na natureza vivem em cardumes, e por
isso podem ser mantidos em namero relativamente grande num mesmo aquério (ECOTOX,
2012; BIOENSAIOS, 2012; APYSIA, 2012).
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3.3 BACTERIAS
3.3.1 Vibrio fischeri

E uma bactéria marinha luminescente usada em testes de ecotoxicidade aguda. Em
condicdes ambientais favoraveis, essas bactérias emitem luz naturalmente, necessitando, para
isto, oxigénio em concentracdes acima de 0,5 mg/L. O sistema de teste € baseado na medicéo
da luminescéncia emitida pela bactéria (BIOENSAIOS, 2012; ECOTOX, 2012; APLYSIA,
2012).

3.4 ALGAS
3.4.1 Selenastrum capricornutum

Esta é uma alga verde unicelular de dgua doce que pode ser facilmente cultivada em
laboratorio. A sua morfologia uniforme faz com que seja ideal para contagem via contador de
particulas eletrénico. Seu crescimento é rapido o suficiente para que elas possam ser contadas
apds 72 horas. Essas algas sdo usadas normalmente em testes agudos (BIOENSAIOS, 2012;
ECOTOX, 2012).

3.4.2 Skeletonema costatum

A Skeletonema costatum é uma alga unicelular de 4gua salgada utilizada em ensaios
de ecotoxicidade cronica em amostras de diversas origens (GOLDING, 1998; BIOENSAIOS,
2012; APLYSIA, 2012).
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4 OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho visa avaliar a ecotoxicidade do biocida Grotan®OX em

condicdes que representam situacdes de uso do biocida em tanques de armazenamento de
biodiesel ou simulam condi¢8es ambientais.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Realizar bioensaios com Artemia salina e Lactuca sativa em amostras aquosas
contendo 0,1; 1,0; 50,0; 100,0; 200,0; 400,0 e 1000,0 ppm de Grotan®OX.

2. Realizar bioensaios com Artemia salina e Lactuca sativa em amostras aquosas
contendo 50 ppm Grotan®OX com os pHs ajustados a 3, 5, 7 e 9.

3. Realizar bioensaios com Artemia salina e Lactuca sativa em amostras de adgua que
entraram em contato com diesel contaminado com 0, 200 e 400 ppm de Grotan®OX
por periodos de 12,24 e 48 h.

4. Fazer uma andlise dos custos dos bioensaios com Artemia salina e Lactuca sativa e

compara-los com o custo de um bioensaio com Daphnia magna.
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5 PROPOSTA TECNOLOGICA

Os bioensaios ecotoxicoldgicos sdo de grande importancia por permitirem avaliar os
possiveis impactos ambientais de produtos quimicos e efluentes de diversas composigoes,
dentre outros, que possam estar presentes no meio-ambiente com possibilidade de causar
danos em diferentes niveis.

Além disso, os bioensaios de ecotoxicidade tém sido exigidos pela legislacdo
brasileira, como é o caso das Resolu¢Bes n° 357/2005 e 430/2011 do CONAMA. A Resolugéo
n° 357/2005 foi implementada para prevenir e controlar o uso abusivo dos recursos hidricos
que resulta na escassez de agua de boa qualidade. Segundo ela, ensaios de ecotoxicidade sdo
“[...]ensaios realizados para determinar o efeito deletério de agentes fisicos ou quimicos a
diversos organismos aquaticos[...]”. A Resolugdo 430/2011 define que os critérios de
ecotoxicidade para corpos  hidricos devem  basear-se em  resultados de
ensaios ecotoxicolégicos realizados no efluente utilizando organismos aquaticos de pelo
menos dois niveis troficos diferentes.

Considerando a importancia dos bioensaios ecotoxicologicos, este trabalho tem como
proposta tecnoldgica: a utilizagdo de dois organismos, um aquatico e um terrestre, de
diferentes niveis troficos como bioindicadores em bioensaios de ecotoxicidade aguda
aplicados ao biocida Grotan®OX através da taxa de mortalidade do microcrustaceo Artemia
salina e da taxa de germinacdo de sementes, crescimento da raiz e pesagem dos brotos de
Lactuca sativa.

Estes bioensaios apresentam vantagens operacionais e financeiras se comparados a
bioensaios tradicionais como o da taxa de mortalidade de Daphnia magna e podem, inclusive,
ser aplicados industrialmente para o monitoramento da ecotoxicidade de efluentes e aguas

residuais.
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6 MATERIAIS EMETODOS
6.1 MATERIAIS

A matriz do biocida analisado foi fornecida pela empresa que solicitou o estudo.
Segundo a empresa, ela era constituida unicamente da sua substancia ativa, o
3,3'-Metilenobis[ 5-metiloxazolidina], ou seja, era pura. O grau de pureza ndo foi especificado.

Foram utilizados cistos de Artemia salina da marca MARAMAR PET®. O produto é
vendido sob o nome “Ovos de Alta Eclosdao” e foi adquirido em loja de suprimentos para
aquario.

Para a producédo da solucdo de sal marinho artificial foi feita uma solubilizacdo em
4gua destilada do produto Meersalz da marca SERA®

Foram usadas sementes de Lactuca sativa da marca ISLA®. O produto é vendido sob o
nome “Alface Itapua 401”.

O cloreto de sédio (NaCl) usado era da marca QEEL® e seu grau de pureza P.A..

O dicromato de potassio usado possuia grau de pureza P.A. e foi fornecido pela
Vetec®.

Um pH-metro da marca Micronal® modelo B474 foi usado para ajuste do pH das
solugdes quando necessario.

A bomba de aeracdo usada era da marca ALEAS®, modelo AP-1688.

A balanca analitica que foi usada era da marca Denver Instrument® modelo APX-200

Foi usado diesel B10, uma mistura de diesel contendo 10% de biodiesel. O diesel foi
um S50, com baixo teor de enxofre e o biodiesel, derivado de soja e sebo (75% soja e 25%
sebo). Ele foi esterilizado por filtracdo a vacuo em membrana de éster de celulose de
porosidade 0,22um, da marca Millipore®.

O 4cido cloridrico (HCI) utilizado era da marca Merck® e seu grau de pureza era P.A..
Ele foi diluido em agua até cerca de 1M antes de ser usado.

O hidréxido de sédio usado foi adquirido da Quimibras® e possufa grau de pureza
P.A.

6.2 METODOS

6.2.1 Preparo das Amostras
Os experimentos com Grotan®OX foram realizados considerando os seguintes fatores:

e Variacdo de concentracéo
e Variacdo de pH

e Variacdo de tempo de contato agua-diesel



28

O preparo das amostras usadas nos bioensaios com Lactuca sativa e Artemia salina
ocorreu conforme descrito abaixo, mas é importante acrescentar que uma etapa adicional foi
feita ao final dos preparos nas porcdes utilizadas nos bioensaios com Artemia salina. A etapa
se constituiu da adicdo de uma quantidade de sal marinho artificial suficiente para produzir
uma concentracao de 35g/L nas amostras. Essa medida foi tomada pelo fato de que a Artemia
salina € um microcrustaceo de &gua salgada e, portanto, encontra dificuldades de

sobrevivéncia em aguas com baixa ou nenhuma salinidade.

A) Variacdo de Concentracéo

Foram avaliadas concentra¢des de 0,1; 1,0; 50,0; 100,0; 200,0; 400,0 e 1000,0 ppm de
Grotan®0OX em agua destilada. Esses valores foram escolhidos por abrangerem uma ampla
faixa concentracdo e, além disso, os valores 200 e 400 ppm sdo usados industrialmente.
Também foram avaliadas solu¢Bes branco contendo apenas agua destilada e solucdes
controle. Para os bioensaios com Artemia salina usou-se um controle de dicromato de
potassio nas concentragdes 0,01; 0,1; 1; 10 e 100 ppm e para os bioensaios com Lactuca
sativa um controle de cloreto de sddio (NaCl) nas concentracées 0,2; 0,1; 0,075; 0,050; 0,025
mol/L.

Para as Artemia salina foi feito um teste branco adicional contendo apenas agua
destilada no qual ndo se adicionou sal posteriormente. Este experimento teve o intuito de

confirmar a necessidade da adi¢éo de sal nas outras amostras.

B) Variacao de pH

Nestes testes foram usadas 4 solu¢des aquosas de 50 ppm de Grotan®OX que tiveram
0 pH ajustado por solu¢des diluidas de acido cloridrico e hidréoxido de sodio. Os valores de
pH escolhidos foram 3, 5, 7 e 9. Neste caso também foram feitos testes em branco, ou seja,
amostras de agua destilada tiveram seus valores de pH ajustados a 3, 5, 7 e 9 e foram testadas
da mesma forma. Para evitar um alteracdo no pH, o sal foi adicionado antes do ajuste do pH

Nos casos Necessarios.

C) Variacdo de Tempo de Contato Agua-Diesel

O objetivo destes testes foi a avaliagdo da quantidade de Grotan®OX ou agente biocida

transferido para a agua quando esta entra em contato, por um tempo determinado, com diesel
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ao qual foi adicionado o Grotan®OX. Os tempos de contato analisados foram 12, 24 e 48
horas e os experimentos foram realizados com diese | contendo 200 e 400 ppm de Grotan®OX,
além de um teste em branco onde diesel livre de Grotan®OX foi utilizado.

Para realizacdo dos experimentos Grotan®OX foi adicionado a duas amostras de diesel
de 1 L cada, a fim de se obter concentracdes de 200 e 400 ppm do biocida. Apds a
homogeneizagdo das amostras, 100 mL de 4gua ultra pura foram adicionados a cada um dos
volumes de diesel e outros 100 mL foram adicionados a uma amostra de 1 L de diesel livre de
biocida, para producdo de um teste branco. As solugbes foram mantidas em repouso e a
temperatura ambiente até que fosse atingido o tempo de contato dgua-diesel estabelecido. A
agua foi, entdo, retirada com auxilio pipetas volumétricas. Todo o processo foi feito 3 vezes,
uma para cada tempo de contato dgua-diesel, produzindo um total de 9 amostras. O Esquema

1 ilustra o procedimento descrito para um tempo de contato.

Esquema 1 - Producdo das amostras do experimento tempo de contato agua-diesel.
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6.2.2 Bioensaio Taxa de Mortalidade de Artemia salina

A metodologia usada para os ensaios foi adaptada de Meyer et al. (1982) .

6.2.2.1 Eclosdo dos Cistos de Artemia salina

Preparou-se uma solugdo salina a partir da dissolucdo de 35 gramas do sal marinho
artificial em 1 litro de &gua ultra-pura. Apds a dissolucdo, a solucdo foi aerada por
aproximadamente 10 minutos com a bomba de aeracdo para garantir uma oxigenacao da agua

suficiente para a ecloséo e sobrevivéncia dos organismos teste. Feita a solugdo salina, pesou-
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se cerca de 0,1 g des cistos de Artemia salina em balanca analitica. Os cistos, juntamente com
250 mL da solugédo foram transferidos para um funil de separacédo de 500 mL que foi mantido
sob leve aquecimento com auxilio de uma lampada incandescente de 150 Watts mantida a

cerca de 25 cm de distancia do funil, um exemplo € demonstrado na Figura 7.

Figura 7 - Funil de separagdo com cistos de Artemia salina.

Fonte: Cunha (2011)

Ap6s 48 horas, os cistos estdo eclodidos e os experimentos sdo iniciados. Este tempo

foi observado para que se evitasse uma variacdo na idade dos Nauplii usados como
bioindicadores em diferentes rodadas de testes, ou seja, 0s espécimes ndo utilizados naquele
momento foram descartados e um novo procedimento de eclosédo foi efetuado para rodadas de

testes posteriores.

6.2.2.2 Realizagdo dos Experimentos

Uma pequena quantidade, em torno de 10 mL, contendo um grande nimero de Nauplii
foi retirada do funil de separacédo e transferida a um copo de Becker. Isso foi possivel devido
ao fototropismo apresentado pelos Nauplii. Utilizando uma pequena fonte de luz, se atraiu
uma grande quantidade de espécimes para a parte mais estreita do funil onde eles foram
coletados com uma pipeta.

Para cada amostra analisada (por exemplo, a solucdo de 1000,0 ppm de Grotan®0X)
se procedeu da seguinte maneira: algumas gotas da solu¢cdo com alta concentracao de Nauplii
foram pingadas em uma placa de Petri que ja continham cerca de 5 mL da amostra analisada.
As placas de Petri foram usadas neste caso para possibilitar a formacao de filmes finos de
liquido, o que, posteriormente, facilitou a dificil visualizacéo e coleta dos Nauplii devido ao

seu tamanho extremamente pequeno (aproximadamente 1 mm de comprimento). Os 5 mL da
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solucdo analisada foram adicionados a placa para amenizar o efeito da diluicdo na etapa
seguinte (quando se transfere uma pequena quantidade de liquido contendo os espécimes para
0 recipiente de analise). Com a ajuda de pipetas Pasteur se coletou 30 Nauplii da placa de
Petri e os transferiu para 3 recipientes de analise, cada um contendo 5 mL da mesma amostra,
produzindo 3 recipientes com 10 Nauplii cada. Desta maneira, os testes foram realizados em
triplicata.

Os recipientes de andlise usados foram copos cilindricos de polipropileno com
didmetro aproximado de 3 cm. Eles foram tampados e mantidos sob aquecimento
(semelhantemente ao processo de eclosdo) por 48 horas, quando se da o término do teste.

Apbs o tempo de exposicdo, os conteldos dos recipientes foram transferidos a placas
de Petri e seus espécimes contados, identificando vivos e os mortos pela observacao de

presenca ou auséncia de movimento em um intervalo minimo de 10 segundos.

6.2.3 Bioensaios Taxa de Germinacéo e Crescimento de Lactuca sativa

A metodologia usada nestes bioensaios foi adaptada de Keddy et al. (1995).

6.2.3.1 Realizagdo dos Experimentos

Placas de Petri foram forradas com papel filtro onde se espalhou 4 pequenos chumacgos
de algoddo proximos a borda de cada placa. Os algoddes e o papel filtro absorvem o liquido
analisado, mas mantém uma umidade adequada para o crescimento dos brotos. Foram, entéo,
depositadas 10 sementes de Lactuca sativa afastadas entre si, dos algoddes e das bordas para
que nada impedisse seu crescimento.

As placas se adicionou 10 mL da solugéo testada de maneira homogénea, encharcando
o papel filtro e os algodGes. Cada amostra foi adicionada & 3 placas de Petri para obtencéo de
triplicatas no experimento.

Apos a adicdo da amostra, as placas foram cobertas e vedadas com filme plastico para
que se mantivesse a umidade e protegesse os brotos de qualquer contaminacdo. Assim eles
foram mantidos no escuro e a temperatura ambiente até o final do teste.

Depois de 5 dias, o teste foi encerrado e os resultados coletados. As sementes
germinadas foram contadas, pesadas (em conjunto, por placa de Petri) em balanca analitica e
0s comprimentos das raizes das sementes que brotaram foram medidos com uma régua. A

Figura 8 demonstra a regidao medida.
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Figura 8 - Indicacéo da regido que limita a raiz da Lactuca sativa.

| — Comprimento da Raiz_.._

|
|
|
|

Adaptado de Lardieri (2012)

Os brotos foram pesados devido ao crescimento minimo (<1 mm) das raizes em alguns
casos apesar de o broto ter apresentado um crescimento razoavel. Foi entdo proposta essa
alternativa a medida da raiz como parametro de desenvolvimento da planta. A Figura 9

exemplifica os casos descritos e 0s compara com raizes de crescimento normal.

Figura 9 - A esquerda, brotos que apresentaram crescimento de raiz nulo ou insignificante e a

direita brotos que apresentaram crescimento normal da raiz.

As sementes consideradas ndo germinadas foram aquelas que aparentemente ndo

sofreram modificacdes durante o periodo de exposicéo.
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7 RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1 BIOENSAIOS COM ARTEMIA SALINA

Os testes feitos com Artemia salina produziram os dados apresentados a seguir. Esses
dados, denominados “taxas de mortalidade média”, foram calculados da seguinte maneira: O
nimero de espécimes mortos em uma triplicata foi dividido pelo nimero de espécimes
encontrados na mesma (em alguns casos ndo se conseguiu recuperar todos os 10 Nauplii
devido ao seu tamanho), fez-se, entdo, a média dos valores obtidos nas triplicatas e se

multiplicou o resultado obtido por cem.

7.1.1 Variacdo de Concentracao
O Gréfico 1, abaixo, demonstra os resultados obtidos para as diluicbes do controle de
dicromato de potassio. Deve-se observar que a escala do eixo das abscissas do grafico esta

fora de proporcéo para melhor visualizacéo.

Grafico 1 — Taxa de mortalidade média de Artemia salina em solu¢des com diferentes

concentragdes de dicromato de potassio.
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As diluicBes do controle tinham o objetivo de comprovar a sensibilidade do organismo
teste a uma substancia téxica, o que foi comprovado. Pode-se observar também, que a relacao
entre a concentracdo de dicromato de potassio e a taxa de mortalidade ndo é de primeira

ordem.
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Na amostra de agua pura, na qual nada foi adicionado, inclusive o sal marinho, a taxa
de mortalidade foi de 100% em todas as triplicatas. Esse teste cumpriu seu propésito de
justificar a adicdo de sal marinho nas outras amostras analisadas.

O Créfico 2 apresenta os resultados de taxa de mortalidade para diferentes

concentracdes de Grotan®OX.

Gréfico 2 — Taxa de mortalidade média de Artemia salina em solugdes com diferentes

concentracdes de Grotan®OX.
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Neste grafico podemos visualizar o efeito do Grotan®OX sob as Artemia salina.
Observa-se uma forte tendéncia de aumento da taxa de mortalidade com o aumento da
concentracdo do biocida, o que comprova a toxicidade do biocida a estes organismos. Na
concentracdo de 50 ppm a resposta dos organismos indicadores ndo ocorreu como esperado,
houve uma discrepancia nos valores considerando-se que o aumento do biocida ndo provocou
um aumento da taxa de mortalidade. A secdo do grafico contendo as concentragfes mais
baixas de Grotan®0X, 0,1; 1 e 50 ppm, é mostrada em maior escala no Gréfico 3.

Apesar da discrepancia observada, a resposta do organismo indicador foi satisfatoria.
Se desconsiderarmos o ponto anémalo da curva, obtemos uma linha de tendéncia bastante

homogénea, principalmente entre os valores 100 e 1000 ppm.



Grafico 3 — Taxa de mortalidade média de Artemia salina em solugdes com diferentes

concentragdes Grotan®OX.
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7.1.2 Variagéo de pH
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Suspeitava-se que a liberacdo de formaldeido pelas moléculas de 3,3'-Metilenobis[5-

metiloxazolidina] poderia depender do pH da solugdo. O teste branco de variagdo de pH

produziu os resultados apresentados no Grafico 4.

Gréfico 4 — Taxa de mortalidade média de Artemia salina em solu¢des com diferentes pHs.
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Observando o grafico vemos que em todos 0s casos, com 0 aumento do pH, ouve
também um aumento da mortalidade dos espécimes. Isso indica que as Artemia salina, na
faixa experimentada, encontram-se melhor adaptadas a ambientes &cidos.

Os resultados mostrados no Grafico 5 foram obtidos no experimento de variacdo de

pH de solugdes contendo 50 ppm de Grotan®OX.

Grafico 5 — Taxa de mortalidade média de Artemia salina em solugdes de 50 ppm de
Grotan®OX com diferentes pHs.
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Neste caso ouve uma inversao na tendéncia de sobrevivéncia das Artemia salina. Essa
inversdo indica um aumento na propriedade biocida do Grotan®OX em ambientes &cidos.
Esse efeito € observado entre os pHs 3, 5e 7 mas ndo no pH 9. Neste caso, a alta mortalidade
pode ser explicada pela natureza dos espécimes, como visto no teste branco. A partir destes
dois experimentos podemos supor que ha um aumento da liberacdo de formaldeido na faixa
de pHs de 3 a 7, e dentro desta faixa 0 aumento € maior em pHs mais baixos.

Além disso, também se observou um decréscimo incoerente da mortalidade nos pHs 7
e 9 nas amostras com Grotan®OX em relacdo ao branco, & isto se atribuiu uma baixa

repetibilidade do método, ja que ndo se encontrou explicacdo para tal efeito.

7.1.3 Variagdo de Tempo de Contato Agua-Diesel
Os testes de variacdo de tempo de contato dgua-diesel tiveram o intuito de verificar a

ocorréncia de transferéncia de Grotan®OX de uma amostra de diesel contaminado para uma
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amostra de agua, assim como a quantidade e velocidade desta transferéncia caso ela fosse

confirmada. Os resultados sao apresentados no Grafico 6.

Grafico 6 — Taxa de mortalidade média de Artemia salina em solu¢des aquosas que entraram

em contato com diesel contaminado com diferentes concentracdes de Grotan®OX.
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Losangos azuis representam os resultados para 12 h de contado, os quadrados vermelhos para

24 h e os triangulos verdes para 48 h.

O que podemos ver neste grafico, é a confirmacéo de que o Grotan®OX, ou seu agente
biocida (formaldeido), é transferido para a 4gua. Em todos os casos houve um aumento da
taxa de mortalidade junto com o aumento da concentracdo do biocida adicionado ao diesel.

Nos testes contendo biocida, a taxa de mortalidade oscilou entre valores 6,89-36,67%
para 200 ppm e 36,67-76,67% para 400 ppm. Levando em consideracdo as taxas de
mortalidade nos testes de variacdo de concentracao (secdo 7.1.1.) para 200 e 400 ppm (60 e
67,8%, respectivamente), pode-se dizer que a quantidade de biocida, ou seu agente biocida,
transferida foi alta.

Nao ficou claro o efeito do tempo de contato sobre a quantidade transferida. As
maiores taxas de mortalidade para testes contendo Grotan®OX foram registradas para o tempo
24 h, e os tempos 12 e 48 h produziram resultados bastante semelhantes, portanto, neste
quesito o experimento foi considerado inconclusivo.

Uma interessante observacdo foi feita durante a realizacdo dos testes: para os 3

diferentes tempos contato, se observou uma coloracao rosdcea na amostra de agua do diesel
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livre de Grotan®OX. Essa observacdo foi feita no momento da separacio da agua e diesel. A

Figura 10 é uma foto das 3 amostras de agua retiradas do diesel apds 24 h de contato.

Figura 10 — Amostras de agua retiradas apds 24 h de contato com diesel que continha

diferentes concentracées de Grotan®OX.
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Da esquerda para a direita: Amostras retiradas do diesel com 0 ppm, com 200 ppm e
400 ppm de Grotan®OX.

O recipiente a esquerda da foto contém a amostra de 4gua que entrou em contato com
diesel livre de Grotan®OX. N&o foi proposta explicacdo para este fendmeno, outros
experimentos sd0 necessérios para que se possa determinar porque o Grotan®OX impede a

formacé&o desta coloragdo na agua.

7.2 BIOENSAIOS COM LACTUCA SATIVA

Dos bioensaios realizados com Lactuca sativa foram retirados dados de comprimento
da raiz dos brotos, peso dos brotos e porcentagem de sementes germinadas.

A partir das medicGes do comprimento da raiz dos brotos se fez o calculo do tamanho
médio das raizes das sementes que germinaram para cada diluic&o.

A pesagem foi feita em conjunto por triplicata, isto €, pesaram-se todos os brotos de
uma triplicata em uma Unica pesagem. Os pesos das triplicatas de uma amostra foram
somados e divididos pelo nimero de sementes germinadas naque la amostra, dessa maneira se

calculou o peso médio dos brotos.
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7.2.1 Variagao de Concentragéo
7.2.1.1 Comprimento da Raiz

Como descrito anteriormente, fez-se um teste com dilui¢cGes de cloreto de sédio assim
como com dicromato de potassio nos experimentos com Artemia salina. Esse teste também
tinha o objetivo de verificar a sensibilidade dos organismos bioindicadores as substancias

téxicas. Os resultados do teste com o controle de cloreto de sédio sdo exibidos no Grafico 7.

Grafico 7 — Comprimento médio das raizes dos brotos cultivados em solugdes com diferentes

concentracdes de cloreto de sodio.
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Neste grafico é observado que o comprimento médio das raizes € inversamente
proporcional a concentracdo de cloreto de sddio, inclusive, a variacdo é bastante linear no
intervalo de 0,025 a 0,2 mol/L. Isso demonstra que 0 organismo teste possui boa sensibilidade
ao agente toxico.

Os resultados produzidos pelo teste com diferentes concentragdes de Grotan®OX sdo
apresentados no Grafico 8.

A curva produzida, também demonstrou a boa sensibilidade do organismo, neste caso,
ao Grotan®OX. Isto comprova a toxicidade do biocida & Lactuca sativa.

O crescimento médio das raizes de Lactuca sativa chegou proximo a zero na
concentragéo de 400 ppm, mas deve-se relembrar que isso ndo significou uma falta total de
crescimento dos brotos, apenas da raiz dos mesmos. Por esse motivo foram propostas as

medicdes do peso dos brotos.
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Grafico 8 — Comprimento médio das raizes dos brotos cultivados em solu¢des com diferentes
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7.2.1.2 Peso dos Brotos

O Grafico 9 exp0e os resultados produzidos pela pesagem dos brotos.

Grafico 9 — Peso médio dos brotos cultivados em solu¢@es com diferentes concentragdes de

Grotan®0OX.
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Neste grafico se pode melhor visualizar a diferenca no crescimento das Lactuca sativa
entre as concentracdes 400 e 1000ppm. Em contrapartida, nas concentragfes mais baixas

(abaixo de 200 ppm) se obteve uma variagdo no peso dos brotos incoerente com as medidas
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do comprimento da raiz, isso se deve provavelmente a umidade retida externamente nos

brotos.

7.2.1.3 Germinacdo das Sementes
No Gréafico 10 e no Grafico 11 sdo representadas as porcentagens de sementes

germinadas versus a concentracao das solugdes em que foram cultivadas.

Grafico 10 — Porcentagem de sementes germinadas em solu¢des com diferentes concentracdes

de cloreto de sodio.
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Grafico 11 — Porcentagem de sementes germinadas em solu¢des com diferentes concentracfes
de Grotan®OX.
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Observando o Grafico 10, percebemos que no caso das solug¢des controle de cloreto de
sodio, a resposta do organismo indicador é satisfatoria, ele apresenta um decréscimo no
nimero de sementes germinadas com o aumento da concentragdo do agente tdxico. A
tendéncia € semelhante a apresentada pelo Gréafico 7.

No caso do Gréafico 11, ndo se identificou uma semelhanca na tendéncia demonstrada
no Grafico 8. N&o se apresentam sinais de que o Grotan®OX afete a germinacio das sementes
de Lactuca sativa. Neste caso, o parametro “germinagdo das sementes” nio se mostrou

sensivel ao Grotan®OX.

7.2.2 Variagéo de pH
7.2.2.1 Comprimento da Raiz
Os resultados obtidos para o teste branco e com 50 ppm de Grotan®OX s&o

comparados no Gréafico 12.

Grafico 12 — Comprimento médio das raizes dos brotos cultivados em diferentes pHs de
solucdes com e sem Grotan®OX.
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Em quadrados vermelhos, os resultados para solugdes sem Grotan®OX e em losangos azuis,

os resultados para solucdes com 50 ppm de Grotan®OX.

A partir dos resultados dos testes, vemos que o crescimento dos brotos ndo segue uma
tendéncia linear com a variagdo do pH. Tanto na amostra livre de Grotan®OX quanto na que

continha 50 ppm do mesmo, os brotos tiveram maior crescimento nos pHs 5 e 9.
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Novamente, os resultados confirmam a toxicidade do biocida, mas por outro lado, vao
de encontro a suposicao feita (a partir dos testes de pH com Artemia salina) de que o
Grotan®OX é mais toxico em ambientes mais 4cidos. O decréscimo no crescimento das raizes

se mostrou aproximadamente constante com a variagdo de pH.
7.2.2.2 Peso dos Brotos

O mesmo grafico de comparacao entre os testes de pH da se¢do anterior é apresentado
no Grafico 13, neste caso em funcéo do peso dos brotos.

Grafico 13 — Peso médio dos brotos cultivados em solucdes de diferentes pHs com e sem

Grotan®0X.
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Em quadrados vermelhos, os resultados para solucdes sem Grotan®OX e em losangos azuis,
os resultados para solugdes com 50 ppm de Grotan®OX.

O grafico é concordante com o que ja foi dito quanto a este experimento. As variages
nos pesos foram menos intensas que as variagdes nos comprimentos das raizes, mas ainda
sim, demonstram bem a constancia na toxicidade do biocida em diferentes pHs.

O fato de que a toxicidade produziu efeitos semelhantes no comprimento da raiz e no
peso dos brotos indica que a toxicidade afeta de maneira profunda o desenvolvimento da

Lactuca sativa, e ndo apenas em um dos parametros.
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7.2.2.3 Germinacgdo das Sementes

A germinacdo das sementes mostrou novamente uma falta de sensibilidade tanto na
variacdo de pH nos testes, quanto na adicdo de Grotan®OX. Os experimentos s6 ndo tiveram
100% de germinagdo em 3 casos: No teste em branco 2 sementes ndo germinaramno pH 5e

no teste com adicdo de biocida 2 sementes ndo germinaram, uma no pH 5 e uma no pH 7.

7.2.3 Variagdo de Tempo de Contato Agua-Diesel
7.2.3.1 Comprimento da Raiz

A comparacdo dos resutados deste experimento é mostrada no Grafico 14.

Grafico 14— Comprimento médio das raizes dos brotos cultivados em amostras de agua que

entraram em contato com diese | contaminado com diferentes concentragdes de Grotan®O X.
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Em losangos azuis os resultados para tempo de contato de 12 h, em quadrados vermelhos para

24 h, e emtriangulos verdes para 48 h.

Os resultados confirmam a transferéncia de Grotan®OX ou agente biocida para a agua.
Uma grande diminuicdo no comprimento das raizes é observada nas amostras que entraram
em contato com o biocida.

O crescimento da raiz demonstrou as mesmas tendéncias que a mortalidade das
Artemia salina para essas amostras. Além disso, em 200 ppm o menor crescimento dos brotos
foi na amostra com tempo de contato de 24h, ou seja, a incoeréncia observada no experimento

com Artemia salina se repetiu. 1sso indica que essa incoeréncia se deve a uma variagao no
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preparo das amostras ou a um comportamento real da toxicidade, e ndo um erro provocado

pelo método em si.

7.2.3.2 Peso dos Brotos

Os resultados sdo comparados no Gréafico 15.

Grafico 15 — Peso médio dos brotos cultivados em amostras de 4gua que entraram em contato
com diesel contaminado com diferentes concentracdes de Grotan®OX.
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Em losangos azuis os resultados para tempo de contato de 12 h, em quadrados vermelhos para

24 h, e emtridngulos verdes para 48 h.

Este teste se mostrou Gtil novamente devido a falta de crescimento da raiz nos testes
com concentragBes de 400 ppm (Gréfico 14). No grafico podemos ver uma discordancia com
os resultados dos testes para 0 mesmo experimento com Artemia salina nas concentracdes de
400 ppm de biocida. N&o foi identificada uma grande diferenca de peso nos brotos da amostra
de 4gua que ficou 24 h em contato com o Grotan®OX. A explicacdo para esse fendmeno pode
ser feita pelo fato de que o peso dos brotos, neste caso, é tdo baixo, que se aproxima do peso
das proprias sementes, tornando a medida vulneravel as variacbes de peso naturais das

sementes.

7.2.3.3 Germinacgdo das Sementes

O Gréfico 16 expde os resultados referentes a germinacao das sementes para este teste.
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Mais uma vez a porcentagem de germinacdo se mostrou um parametro ndo sensivel,
tanto as diferentes concentragfes de biocida, quanto aos diferentes tempos de contato agua-
diesel. Nenhuma tendéncia foi observada.

Grafico 16 — Porcentagem de sementes germinadas em amostras de agua que entraram em

contato com diesel contaminado com diferentes concentragées de Grotan®OX.
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Em losangos azuis os resultados para tempo de contato de 12 h, em quadrados vermelhos para

24 h, e emtriangulos verdes para 48 h.

7.3 ANALISE DE CUSTOS

Neste tdpico é apresentada uma estimativa dos custos necessarios para a realizacdo dos
bioensaios com Artemia salina e Lactuca sativa. Para tal, foi decidido avaliar financeiramente
apenas 0s testes de variacdo de concentracio de Grotan®O X, essa decisdo foi tomada devido &
aplicabilidade de sua metodologia a diversos tipos de amostras. Os ensaios de variacao de pH
e variagdo de tempo de contato dgua-diesel foram ensaios adaptados especificamente ao
Grotan®OX e suas condicdes de uso e, portanto, ndo representam experimentos exigidos pela
indUstria e academia de forma geral.

Para avaliacdo dos custos dos bioensaios foram cotados precos de materiais,
equipamentos, reagentes, energia e servigos. Os custos sdo apresentados separadamente para o
bioensaio com Artemia salina e Lactuca sativa.

Para o calculo de quantidades consumidas nos experimentos, considerou-se um
biocensaio padrédo envolvendo sete diluic6es de uma amostra e cinco diluicées do controle

(dicromato de potassio ou cloreto de sodio), todos em triplicata.
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Pipetas Pasteur, pipetas volumétricas, copos Becker, balGes volumétricos, espatulas,
pincas, bastdo de vidro, algodao e agua destilada ndo foram adicionados aos custos por serem
considerados itens basicos de laboratério e por isso, ndo precisariam ser adquiridos caso se
desejasse implementar o método em um laboratério. As placas de Petri e 0s recipientes de
teste para as Artemia salina foram incluidos apesar de também serem considerados itens
basicos de laboratorio por serem utilizadas em grande quantidade.

Os produtos tiveram seu custo dividido por um valor. Esse valor foi 0 nimero minimo
esperado de bioensaios em que eles poderiam ser usados antes que fossem totalmente

consumidos ou permanente mente danificados.

7.3.1 Consumiveis
7.3.1.1 Artemia salina
7.3.1.1.1 Dicromato de potassio
Marca: Sigma-Aldrich®
Descrigéo: Reagente ACS, >99.0%
Quantidade : 500g
Preco (R$): 340,00

Considerando-se a producdo de 25 mL com concentracdo 0,1g/L (as diluicdes sdo
feitas a partir desta), é necessario apenas 0,0025¢g de dicromato de potassio para um bioensaio.
Por motivos de desperdicios e facilidades de pesagem, consideremos 0,050g. Com essa
quantidade de dicromato de potassio necessaria, temos que 500 g do reagente sdo suficientes
para 10 mil bioensaios. O preco do produto dividido pelo nimero de bioensaios em que pode
ser usado fica R$0,034.

7.3.1.1.2 Cistos de Artemia salina
Marca: MARAMAR PET®
Descrigéo: Ovos de Alta Eclosédo
Quantidade: 59
Preco (R$): 6,96
No processo de eclosdo é utilizado 0,1g de cistos. Dividindo o preco do produto pelo
namero de bioensaios em que pode ser usado temos R$ 0,139.

7.3.1.1.3 Sal Marinho

Marca: Red Sea®
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Descricdo: Produz 60 L de solucéo
Quantidade: 2 kg
Preco (R$): 35,02
No processo de eclosdo dos cistos se utiliza 250 mL de solugdo salina, portanto é

possivel utilizar o produto em 240 bioensaios. O preco por bioensaio fica R$ 0,146.

7.3.1.2 Lactuca sativa
7.3.1.2.1 Cloreto de Sodio
Marca: Sigma-Aldrich®
Descrigdo: BioXtra, >99.5%
Quantidade: 1 Kg
Preco (R$): 239,00

Para producdo de 100 mL com uma concentrac¢ao 0,2 mol/L usa-se 0,02 mol de NacCl,
ou seja 1,1689 g. Considerando 2 g por motivos de desperdicios e facilidades de pesagem, se
calcula que podem ser feitos 500 bioensaios com o 1 Kg do produto, logo o prego por
bioensaio ¢ R$ 0,478.

7.3.1.2.2 Sementes de Lactuca sativa
Marca: ISLA®
Descrigédo: Diversas Variedades
Quantidade: 10 x 10g
Preco (R$): 21,70
Sabendo-se que o peso médio de uma semente de Lactuca sativa € pouco abaixo de
0,04g calcula-se que o nimero de sementes contidas no produto é cerca de 2500. No
biocensaio sdo usadas 10 sementes por triplicata de 13 amostras, dando um total de 390

sementes. Chega-se entdo ao preco por bioensaio, R$ 3,385.

7.3.1.2.3 Papel Filtro
Marca: Petrodidatica®
Descrigdo: 60x60 cm
Quantidade: 100 folhas
Preco (R$): 87,65
As folhas de papel filtro sdo cortadas para adaptarem-se as placas de perti. Caso as

placas de Petri tenham o didmetro préximo a 11 cm, podem ser cortados 25 circulos de papel
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filtro por folha, somando 2500 circulos. Utiliza-se 3 placas para cada uma das 13 diluicdes de
amostras do bioensaio, logo, sdo necessarios 39 circulos de papel para forra-las. Isso leva a

um custo em papel filtro por bioensaio de R$ 1,367.

7.3.2 Ndo Consumiveis
7.3.2.1 Artemia salina
7.3.2.1.1 Recipientes de Anélise
Marca: Nao especificada
Descrigéo: Tubo Falcon, 50 mL, tampa de rosca.
Quantidade: 50
Preco (R$): 20,00
O produto descrito contem 50 tubos, sdo necessarios 39 para os testes, portanto o
preco por 39 tubos € de R$ 15,60. Partindo do principio que os tubos podem ser reutilizados

em pelo menos 50 vezes, o custo dos tubos por bioensaio é de R$ 0,312.

7.3.2.1.2 LAmpada Incandescente
Marca: OSRAM®
Descricdo: 150W
Quantidade: 1
Preco (R$): 3,60
A vida-média da lampada é de 750 horas, um bioensaio usa a lampada por 2x48 horas
(eclosdo + teste), logo, uma lampada como esta dura em média 7,81 bioensaios. O seu preco
por bioensaio é R$ 0,461.

7.3.2.1.3 Bomba de Aeracéo
Marca: BOYU®
Descricdo: Modelo U-3600, 4 L/min, 2,5W
Quantidade: 1
Preco (R$): 17,14
A vida util da bomba ndo é especificada, mas possui garantia de 90 dias. Como a
bomba é utilizada por periodos muito curtos (10 min), estima-se que dure pelo menos 100

bioensaios. Isso leva a um preco de R$ 0,171.
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7.3.2.2 Lactuca sativa
7.3.2.2.1 Placas de Petri
Marca: Precision®
Descri¢do: 10,0 x 1,5cm
Quantidade: 1
Preco (R$): 3,64
Como ja foi mencionado, sdo usadas 39 placas por ensaio. Isto multiplica o custo a R$
141,96. Supondo-se que elas possam ser reutilizadas cerca de 50 vezes antes de serem

danificadas, tem se o custo por bioensaio de R$ 2,839.

7.3.3 Energia Elétrica
7.3.3.1 Artemia salina

A energia elétrica é usada para o aquecimento, através da lampada incandescente, e
para a aeracdo da solucdo de sal marinho artificial. Esses equipamentos ficam ligados por 96 h
a uma poténcia de 150 W (lampada) e 10 mina 2,5 W (bomba). Multiplicando suas poténcias
pelo tempo usado temos 14,4 kWh e 0,42 kWh. Assumindo o pre¢co da energia elétrica
distribuida pela CEEE (2011) de R$0,34021 por kWh, temos um gasto total em energia
elétrica de R$5,042.

7.3.3.2 Lactuca sativa

N&o é necessario consumo de energia elétrica.

7.3.4 Servigo
O tempo de médio aproximado que foi gasto pelo analista que realizou os testes,

considerando todas as etapas laboratoriais necessarias, inclusive preparacdo de amostras e
lavagem de vidraria, é descrito a seguir:

Artemia salina

Ecloséo dos cistos: 1h
Preparacéo dos testes: 6h
Coleta de resultados: 4h
TOTAL: 11h

Lactuca sativa
Preparacéo dos testes: 3 h
Coleta de resultados 6 h
TOTAL: 9h
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A partir do piso salarial de um técnico em quimica, 3 salarios minimos, e o salario
minimo estadual da faixa, R$732,36, temos que o salario de um técnico em quimica seria
proximo a R$2197,08. Dividindo esse valor por 20 dias trabalhados por més e 6 horas por dia
temos o preco da hora trabalhada R$ 18,31. Multiplicando esse valor pelo nimero de horas
necessarias em cada bioensaio temos o0 preco do servico de realizagdo dos mesmos. No caso
da Artemia salina R$ 201,40 e no caso da Lactuca sativa R$ 164,78.

7.3.4 Custos Totais

Os custos totais para realizacdo de um bioensaio sdo apresentados na Tabela 4, abaixo,
separadamente para um bioensaio com Artemia salina e um com Lactuca sativa. Eles foram
calculados pelo somatdrio dos precos dos materiais, equipamentos, reagentes, energia e létrica

e servigos calculados nos tépicos anteriores.

Tabela 4 - Custos dos bioensaios.

Artemia salina Lactuca sativa
) Preco por ) Preco por
Descricao ) ) Descricao ) )
bioensaio (R$) bioensaio (R$)

Dicromato de potassio 0,034 Cloreto de sodio 0,478

Cistos de A. salina 0,139 Sementes 3,385

Sal marinho 0,146 Papel filtro 1,367

Recipientes de analise 0,312 Placas de Petri 2,839

Lampada 0,461 Servigo 164,78
Bomba de aeracéo 0,171
Energia elétrica 5,042
Servico 201,40

TOTAL 207,70 TOTAL 172,85

E interessante ressaltar que o custo dos bioensaios se baseia majoritariamente no
salario pago ao analista. No bioensaio com Artemia salina ele representa 96,96% do custo

total, e no caso do bioensaio com Lactuca sativa ele representa 95,33%.

7.3.5 Comparagdo com o Mercado
Decidiu-se comparar os custos calculados com o custo de um bioensaio utilizando

Daphnia magna por ser considerado um dos bioensaios mais utilizados atualmente. Para que a
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comparacdo fosse valida, fez-se um orcamento de tal bioensaio para 13 diluicGes de uma
amostra, representando as 13 dilui¢Ges usadas nos bioensaios com Artemia salina e Lactuca
sativa. O laboratério Ecotox® declarou, através de uma proposta comercial que é apresentada
em anexo, cobrar R$1200,00 para a realiza¢do do ensaio descrito.

Tomando este valor por referéncia, podemos dizer que 0s ensaios apresentados neste
estudo sdo ensaios de baixo custo, mesmo considerando custos adicionais repassados ao
cliente e o lucro da prestadora de servigos.

Um dos principais fatores que produz essa diferenca de valores é a necessidade de se
manter uma criacdo dos organismos bioindicadores permanentemente. Tais cria¢fes sdo
delicadas e exigem atencdo constantemente, o que resulta em elevados gastos com
empregados, energia e material. Isto ndo se aplica apenas aos bioensaios com Daphnia
magna, a maioria dos bioindicadores usados requer cultivo ou criacdo permanente (KEDDY,
1995).
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8 CONCLUSAO

O biocida estudado se mostrou téxico aos dois organismos utilizados como
bioindicadores. Sua toxicidade foi considerada alta, matando mais de metade dos espécimes
de Artemia salina em valores iguais ou superiores a 100 ppm e provocando uma queda de
mais de 50% no crescimento das raizes de Lactuca sativa em valores iguais ou superiores a
200 ppm. Néo ficou claro o efeito do pH sobre a quantidade de formaldeido liberado, nos
experimentos com o0 microcrustdceo houve um aumento de sua toxicidade relativamente
grande em valores de pH iguais a 5 e 3, sendo este aumento mais efetivo em pH 3, mas nos
experimentos com a planta sua toxicidade se mostrou independente do pH. Ficaram
constatadas grandes transferéncias de Grotan®OX ou do seu agente biocida para a agua que
entrou em contato com diesel contaminado com o biocida, mas o efeito do tempo sobre tais
transferéncias ndo pode ser determinado.

Os métodos se mostraram eficientes de forma geral. Com excecdo da germinagdo das
sementes de Lactuca sativa, em todos os parametros analisados se observou a sensibilidade
dos organismos ao Grotan®OX. Os resultados obtidos apresentaram tendéncias confiaveis
quanto a toxicidade do biocida. Concluiu-se também que estes sdo métodos de baixo custo se
comparados com o0 método de analise de ecotoxicidade que utiliza Daphnia magna como

bioindicador, e que isso se deve a falta de necessidade de um cultivo/cultura permanente.
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Porto Alegre, 12 de junho de 2012

A
Thomaz Cabral Rangel

thomaz_rangel@hotmail.com
(51) 9646.8248

Prezado Thomaz,

Conforme solicitado, estamos apresentando nossa proposta para a
realizacdo de ensaios de toxicidade aguda com Daphnia magna considerando as
13 concentracdes a serem fornecidas.

Nosso laboratério tem se destacado pelo rigor cientifico com que executa
suas andlises e a importancia que agrega as necessidades de seus clientes em
relacdo a prazos e qualidade analitica. Desta forma, os mais de 15 anos de
experiéncia de nossa equipe técnica, a utilizacao exclusiva de organismos-teste
cultivados no proprio laboratério, e o reconhecimento de competéncia ISO/IEC
17025 para 100% das analises realizadas asseguram credibilidade e
confiabilidade nos resultados apresentados.

Ficamos totalmente a disposi¢céo para maiores esclarecimentos. Em caso
de davida, por favor, entre em contato.

Atenciosamente,

Biol. Nade Janara Coimbra
ECOTOX Analise e Consultoria Ambiental

Diretora
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Proposta Comercial N° 122/2012

Especificacdo dos Servigos:

Valor poramostra**
1. Ensaios de Toxicidade Aguda — Efluente

Ensaio de Toxicidade: um nivel tr6fico*

-Ensaio com Daphnia magna (microcrustaceo) realizado com 13 diluicdes a serem
informadas pelo cliente. Resultados expressos em taxa de mortalidade por R$ 1200,00
concentracdo ensaiada e CEB0;48h caso essa ocorra nas concentragcfes
avaliadas.

* Ensaios realizados com diluicdo da amostra ** Custos de amostragem nao incluidos

Volume necessario: 1litro (um litro)
Preservacdo: amostra deve ser mantida sob refrigeracdo pelo prazo méaximo de 48 h.

Coleta das Amostras: Caso 0 senico de coleta ndo seja solicitado, a coleta, preservacéo e
transporte das amostras até o ECOTOX seréo de responsabilidade do cliente.

As amostras de efluentes e 4guas serdo descartadas em prazo ndo superior a 05 (cinco) dias
e as demais amostras (sedimentos) em prazo nao superior a 15 (quinze) dias, contados do envio dos
resultados das andlises, salvo quando expressamente solicitada estocagem pela contratante.

Entrega de Amostras: quando coletadas pelo cliente, as amaostras devem ser entregues refrigeradas
até 24h apds a coleta. Caso este prazo seja ultrapassado o volume enviado deve ser congelado em
aliquotas de 1 litro.

Emissdo dos Resultados: Os resultados das andlises ecotoxicoldgicas serdo emitidos no prazo
maximo de 30 dias Uteis, contados da entrada das amostras em nossos laboratérios sob a forma de
Relatério de Ensaio.

Os prazos ofertados dever&o ser confirmados na data da contratagao dos servigos.
Metodologias Analiticas: As andlises especificadas serdo realizadas de acordo com metodologias
aprovadas pela FEPAM de acordo nos normas Nacionais e Internacionais (USEPA, ABNT), salvo
guando indicado.

Pagamento: Ser4d emitida a fatura pela Ecotox Analise e Consultoria Ambiental na entrega dos
resultados, vencivel 15 (quinze) dias contados da data de emissao.

Validade da Proposta: 30 dias (Trinta dias)
Informac¢bes Extras: Todas as informacdes referentes aos estudos, bem como resultados e

documentos afins séo de propriedade exclusiva da empresa solicitante, e as mesmas somente
poderdo ser diwlgadas a terceiros perante a aprovacao prévia por escrito do contratante.

Atenciosamente,

Biol. Nade Janara Coimbra
ECOTOX Analise e Consultoria Ambiental
Diretora




