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Comparacéao ecotoxicologica de principios ativos de repelentes para
invertebrados aquaticos irradiados e nao irradiados com radiacdo gama

Giovana Teixeira Gimiliani
RESUMO

Nas dultimas décadas, a introducdo de produtos de uso diario nos
ambientes aquaticos tem sido uma das questdes mais discutidas no que se refere
ao monitoramento ambiental. Estes produtos n&o séo totalmente removidos pelos
processos convencionais de estacfes de tratamento de esgoto e de agua e sdo
continuamente inseridos no ambiente aquatico. O Dietiltoluamida, um principio
ativo de repelente de insetos bastante utilizado mundialmente, € um composto
ambientalmente persistente e sua toxicidade para alguns organismos aquaticos
tem sido comprovada. Em substituicdo aos produtos sintéticos, a populacédo tem
optado em utilizar produtos naturais, sendo cada vez mais comum 0 uso de
repelentes com Oleos essenciais de gramineas. O 6leo essencial de capim-limao
€ um dos mais utilizados nas formula¢des de cosméticos e de cuidados pessoais.
Entretanto, nenhum estudo tem comprovado a sua toxicidade para a biota
aguatica. Além dos poluentes quimicos, 0s organismos aquaticos podem estar
sujeitos a exposicdo da radiacdo ionizante proveniente de fontes naturais
(background radiation) ou nas proximidades de instalacdes de usinas nucleares.
O presente estudo avaliou a reproducdo de invertebrados aquéticos C. silvestrii
apos a exposicdo a radiacdo gama e posteriormente submetidos aos principios
ativos de repelente sintético e natural. Para isso, avaliou-se a citotoxicidade in
vitro bem como a ecotoxicidade aguda e crénica dos principios ativos e o efeito da
radiacdo gama para D. similis e C. silvestrii. Os ensaios com radiagdo gama foram
realizados sob as mesmas condi¢coes dos testes de ecotoxicidade, utilizando o
irradiador Gamma-Cell com fonte de Co®. De acordo com os resultados obtidos,
o 6leo essencial apresentou efeito citotoxico igual a 50 mg.L™ enquanto para o
dietiltoluamida, foi de 420 mg.L™. O efeito téxico agudo na sobrevivéncia (CEso)
foi encontrado na concentracdo de 7,2 mg.L™" e 3,8 mg.L™ de 6leo essencial para
D. similis e C. silvestrii, respectivamente. Concentracdes de 64,9 e 53,9 mg.L™" de
dietiltoluamida apresentaram efeito agudo na sobrevivéncia de D. similis e C.
silvestrii, respectivamente. 3,4 mg.L™ foi estabelecida como a concentracdo de
inibicdo (Clys) de 6leo essencial para o dietiltoluamida correspondeu a 16,4 mg.L
! ambos para C. silvestrii. As doses letais de radiacdo gama que causaram efeito
agudo na sobrevivéncia (DLsg) foram de 242 Gy para D. similis e 525 Gy para C.
silvestrii. A reproducéo de C. silvestrii apresentou reducéo de 25% na dose de 29
Gy. Depois de determinar a ecotoxicidade dos principios ativos e o efeito da
radiacdo gama, os organismos foram irradiados com dose de 25 Gy, sendo a
maior dose que nao causou efeito na reproducao de C. silvestrii, e posteriormente
foram expostos as mesmas concentracdes utilizadas para os principios ativos. Os
resultados mostraram que a reproducdo de C. silvestri ndo foi afetada
significativamente apoés a irradiacdo dos organismos testados quando comparada
com 0s organismos nao irradiados.

Palavras-chave : Ecotoxicidade; Dietiltoluamida; Oleo essencial de capim-limao;
Radiacdo gama.



Ecotoxicological comparison of active ingredients o f repellents for aquatic
invertebrates irradiated and non-irradiated with ga mma radiation

Giovana Teixeira Gimiliani
ABSTRACT

Over the last decades, the introduction of personal care products in aquatic
environments has been one of the most discussed issues regarding environmental
monitoring. These products are not completely removed by conventional sewage
and water treatment processes and are continuously inserted into the aquatic
environment. Diethyltoluamide an active ingredient in insect repellents widely used
worldwide is an environmentally persistent compound and its toxicity to some
aguatic organisms has been proven. In order to replace synthetic products, people
have opted to use natural products which made more common the use of
repellents with essential oils of grasses. The essential oil of lemongrass is one of
the most used in the formulations of cosmetics and personal care. However, no
study has proven its toxicity to aquatic biota. In addition to chemical pollutants,
aguatic organisms may be subject to exposure of ionizing radiation from natural
sources (background radiation) or near nuclear installations. The present study
evaluated the reproduction of aquatic invertebrates C. silvestrii after exposure to
gamma radiation and further submitted to synthetic and natural repellents. On this
account, we evaluated the in vitro cytotoxicity as well as acute and chronic
ecotoxicity of the diethyltoluamide and lemongrass oil, as well as the effect of
gamma radiation over D. similis and C. silvestrii. Irradiation experiments were
carried out under the same conditions as performed for ecotoxicity assays, using a
Gamma-Cell irradiator with a Co®® source. According to the results, the essential
oil presented a cytotoxic effect at concentrations of 50 mg.L" whereas
diethyltoluamide at 420 mg.L™. The acute toxic effect on survival (ECso) was found
at concentrations of 7.2 mg.L™ for essential oil to and 3.8 mg.L™ for D. similis and
C. silvestrii respectively. Concentrations of 64.9 and 53.9 mg.L? of
diethyltoluamide showed acute effect on survival of D. similis and C. silvestrii,
respectively. 3.4 mg.L? of essential oil was established as the inhibition
concentration (IC,s) while for diethyltoluamide such value corresponded to 16.4
mg.L™, both over C. silvestri. The lethal doses induced by gamma radiation
revealed an acute effect on survival (LDsg) at 242 Gy for D. similis and 525 Gy for
C. silvestrii. The reproduction C. silvestrii decreased by 25% at a dose of 29 Gy.
After determining the ecotoxicity of the active ingredients and the effect of gamma
irradiation, the organisms were irradiated at 25 Gy, which corresponded to the
higher dose which caused no effect over the reproduction C. silvestrii and were
subsequently exposed to the same concentrations used for the active ingredients.
The results showed that reproduction C. silvestrii was not significantly affected
after irradiation of the assayed organisms when compared to non-irradiated
organisms.

Key words : Ecotoxicity; Diethyltoluamide; Lemongrass essential oil; Gamma
radiation.
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1. INTRODUCAO

A cada ano, cerca de 1.000 novos compostos sao incluidos no mercado
mundial. Grande parte destes compostos € introduzida nos ambientes aquaticos
por diversas vias e exposi¢coes. Muitos sdo persistentes, podem bioacumular nos
organismos aquaticos e provocar efeitos toxicos gerando consequéncias que
levam a impactos significativos nos ecossistemas, na qualidade ambiental e na
saude publica (DEZOTTI, 2008; MOORE et al., 2004).

Diante deste cenario, a ecotoxicologia ganha destaque como abordagem
complementar as analises quimicas, possibilitando o entendimento do
comportamento dos compostos no ambiente bem como o0s possiveis efeitos
causados em diferentes niveis de organizacao bioldégica (CORTEZ, 2011).

O uso cotidiano de diversos produtos tem chamado a atengéo de gestores
e pesquisadores no que se refere as concentracées de determinados compostos
e principios ativos detectados em relatérios de qualidade de agua. Estes
compostos resistem aos tratamentos convencionais de esgotos e aguas de
drenagem, permitindo o lancamento, as vezes nas formas inalteradas, para os
corpos hidricos receptores (BRAUSCH e RAND, 2011).

O principio ativo dietiltoluamida (DEET) é um dos mais utilizados nas
formulagBes de repelentes de insetos. Concentra¢cdes deste composto j4 foram
encontradas em algumas matrizes ambientais bem como a sua toxicidade para
algumas espécies de organismos aquaticos. E um composto quimico persistente
e alguns processos avancados de remocao tém sido aplicados nas estacfes de
tratamento de esgoto e de dgua para estudos sobre a sua remoc¢do (COSTANZO
et al., 2007).

Em substituicdo aos repelentes sintéticos, o “consumismo verde” tem
despertado o uso de produtos naturais a base de plantas, o que tem levado a
producédo de grande escala destes produtos (BURT, 2004).

Existe uma diversidade significativa de Oleos essenciais com propriedades
de repeléncia que séo inseridos nas formulas de repelentes naturais. O género de
gramineas, Cymbopogon é um dos vegetais mais utilizados para extracdo de
Oleos essenciais e devido a sua composi¢do quimica, é largamente aplicado em

produtos de uso diario, cosméticos e desinfetantes (TASKINEN et al., 1983).



Além da introducao de produtos quimicos no meio ambiente, a producgéo de
radiois6topos e a geracdo de energia proveniente de fontes nucleares tém sido
bastante criticadas ap0s o0 acidente na estacdo nuclear de Fukushima, no Japéo.

O lancamento de material radioativo no ambiente aquatico permite a
exposicdo da biota as doses de radiacdo ionizante e que, no caso de ocorréncia
de acidentes nucleares, podem desencadear efeitos potenciais e até irreversiveis
(MEYERS-SCHONE e TALMAGE, 2002).

Neste contexto, 0s organismos aquéticos permanecem constantemente
expostos a diversas vias de exposicdo tanto de materiais radioativos nas
proximidades de intala¢cdes nucleares, quanto de produtos quimicos de uso diario
em regides altamente industrializadas e urbanizadas (DALLAS et al., 2012).



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O presente estudo teve como principal objetivo avaliar os possiveis efeitos
sinérgicos da radiacdo gama com principios ativos de repelentes ra reproducéo

de C. silvestrii..

2.2 Objetivos especificos

Para atingir este objetivo, foram adotadas as seguintes metas:

» Determinar a citotoxicidade in vitro dos principios ativos de repelentes;

» Avaliar a ecotoxicidade aguda dos principios ativos de repelentes para Daphnia

similis e Ceriodaphnia silvestrii;

* Avaliar a ecotoxicidade crbénica dos principios ativos de repelente para

Ceriodaphnia silvestrii;

» Determinar a dose letal de 50% da radiacdo gama para Daphnia similis e

Ceriodaphnia silvestrii;

» Avaliar os efeitos da radiacdo gama na reproducao de Ceriodaphnia silvestrii;



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Ecotoxicologia e aspectos gerais da poluicdo am  biental

A maioria dos recursos naturais disponiveis para o beneficio do homem
estd especificamente localizada nas regides costeiras e nas bacias hidrograficas
de grandes sistemas fluviais. Milhdes de pessoas vivem nestas regides ou em
suas proximidades e sdo dependentes de seus recursos para obtencédo de
alimentos e matérias-primas industriais (MOORE et al., 2004).

Diante deste cenario, nos deparamos com as consequéncias decorrentes
da ocupacdo desordenada da populacdo e do intenso desenvolvimento
tecnolégico em areas com grande importancia bioldégica e ao mesmo tempo
econbmica onde se inserem as mudancas dos ecossistemas e habitats, o
lancamento de efluentes e residuos de origem industrial e doméstico nos
sistemas fluviais, entre outros impactos que atingem direta e indiretamente a
qualidade ambiental e a saude publica (MOORE et al., 2004).

A contaminagdo quimica, indubitavelmente, tem merecido maior atencdo
em nossa sociedade, pois as substancias sintetizadas pelo homem tém
aumentado de maneira quase exponencial no ultimo século (DEZOTTI, 2008).

A grande maioria dos produtos quimicos comercializados mundialmente
ndo dispde de informacdes suficientes sobre o risco apresentado para a saude
humana e para o meio ambiente (EUROPEAN COMMISSION, s.d.).

A seguir sdo fornecidos alguns nimeros que revelam que a preocupacao
com essas substancias é procedente (DEZOTTI, 2008):

» Existem cerca de sete milhdes de substancias quimicas em uso;

e Cerca de 100 mil substancias e produtos quimicos fazem parte do uso
diario;

e 7.000 sao comercialmente produzidos em escala relativamente grande;

* Cerca de 1.000 novos compostos sdo incluidos nestas listas a cada ano;

» Estima-se que 79% dos produtos quimicos comercializados ndo possuem

informacdes disponiveis sobre seus efeitos toxicos.



A industria quimica mundial produziu no ano de 1999 cerca de 400 milhdes
de toneladas de produtos quimicos, com previsdao de 85% de crescimento na
producdo no ano de 2020 (OECD, 2001).

Para 99% dos produtos quimicos inseridos no mercado, as informacdes
qguanto as propriedades, uso e risco sdo escassas. Apenas 3% das substancias
guimicas sao testadas quanto aos riscos a saude e ao meio ambiente, outras 21%
nao possuem nenhum tipo de descricdo para esse fim e 65% apresentam
informag0des insuficientes (EUROPEAN COMMISSION, s.d.).

Grande parte desses produtos tem como destino final os corpos receptores
(rios, lagos e oceanos) por diversas vias: langamento de efluentes industriais e
domeésticos, chuvas e disposicdes diversas (DEZOTTI, 2008).

Muitos destes compostos sdo persistentes, toxicos e podem bioacumular
nos organismos, trazendo problemas para a populagédo que vive no ecossistema
no qual foi aplicado e, a longo prazo, para outras comunidades (DEZOTTI, 2008).

Neste contexto, além das determinacbes quimicas e analises de
parametros fisico-quimicos, os ensaios de toxicidade foram elaborados para
fornecer dados qualitativos e quantitativos dos efeitos das substancias quimicas
sobre os organismos aquaticos (DEZOTT]I, 2008).

A Ecotoxicologia ganha destaque como abordagem complementar as
analises quimicas, possibilitando o entendimento do comportamento dos
compostos no ambiente bem como os possiveis efeitos causados em diferentes
niveis de organizacdo (CORTEZ, 2011), desde o nivel celular (bioquimico e
fisiologico), individual até niveis mais elevados de organizagdo, como
populacional, comunidade, ecossistema e biosfera (RAND et al., 1995).

Compreende a sequéncia de eventos, representada na FIG. 1, a qual se
refere a cadeia da causalidade e a relagdo entre os efeitos observados e a

relevancia ecoldgica.
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FIGURA 1 — Representacdo dos niveis de organizacdo biologica e a relagcdo entre
os efeitos observados e sua relevancia ecologica. Adaptado de Moore et al.,
(2004).

As causas de um efeito observado em um determinado sistema de
organizacdo sdo procuradas a um nivel abaixo, enquanto que a relevancia
ecologica € procurada a um nivel superior. Por exemplo, a reducéo na reproducéao
de organismos expostos a um poluente (nivel de individuo) € explicada pelas
alteracdes no sistema enddcrino (nivel de 6rgdos). A consequéncia ou a
relevancia ecoldgica deve ser observada em nivel populacional, onde uma analise
de risco da populacdo em areas poluidas pode ser aplicada (COSTA et al., 2008;
MOORE et al., 2004).

Os ensaios de ecotoxicidade sdo caracterizados pela exposicdo de
organismos aquaticos a varias concentracdes de um efluente ou de uma
substancia quimica em um determinado periodo do seu ciclo de vida. Podem ser
realizados com organismos aquaticos vivos, ou organismos-teste como sao
denominados, dulcicolas, estuarinos e marinhos em condi¢gdes laboratoriais e/ou
de campo (LAMEIRA, 2008).



Um dos objetivos da ecotoxicologia é o desenvolvimento de protocolos de
testes de ecotoxicidade que permitam definir limiares de toxicidade permissiveis
com niveis de incerteza aceitaveis e que sirvam de guia para as entidades
reguladoras para a tomada de decisfes. Diversos 0rgaos de protecao ambiental,
como Environment Canada e Environmental Protection Agency dos Estados
Unidos (USEPA), e de padronizacdo, como American Society for Testing and
Materials (ASTM), Organisation for Economic Cooperation and Development
(OECD), Association of Analytical Communities (AOAC) e International
Organization for Standardization (ISO) tém se concentrado na elaboracédo e
implementacdo de sistemas de diagndstico, 0s quais constituem a base para a
geracdo de estratégias que visam proteger os ecossistemas (COSTA et al., 2008).

No Brasil, o 6rgdo responsavel pelo desenvolvimento de protocolos de
testes de toxicidade € a Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT). A
Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental do Estado de S&o Paulo
(CETESB) também tem padronizado ensaios de ecotoxicidade (Costa et al. 2008).

As vantagens de realizar ensaios de ecotoxicidade incluem: baixo custo,
obtencdo de respostas rapidas, simplicidade na maior parte dos métodos, facil
interpretacdo dos resultados e uma evidéncia direta das consequéncias da
contaminacéo (CESAR et al., 2002).

3.1.1 Organismos-teste

Muitos organismos aquaticos podem ser utilizados como indicadores de
problemas ambientais, porém, uma espécie ou grupo de organismos somente &
adotado como organismo-teste caso apresentem algumas peculiaridades
(LAMEIRA, 2008).

Domingues e Bertoletti (2006) ressaltam que a escolha dos organismos-
teste deve seguir 0s seguintes principios basicos: sensibilidade a uma diversidade
de agentes quimicos, tendo como requisito o conhecimento prévio da biologia das
espécies; pequeno porte e ciclo de vida ndo muito longo; facilidade na
manutencgao/cultivo; disponibilidade dos organismos ao longo do ano,
possibilitando o cultivo continuo em laboratorio; espécies autéctones ou

representativas do ecossistema em estudo; ampla distribuicdo geogréafica e



estabilidade genética, o que implica na obtencdo de lotes uniformes de
organismos.

Neste contexto, os cladoceros preenchem grande parte dos quesitos
citados acima, por isso, sdo largamente utilizados como organismos-teste em
ensaios de ecotoxicidade e ideais para cultivos em laboratdrio.

Os cladéceros sdo microcrustaceos plancténicos que pertencem a Ordem
Cladocera, do Filo Crustacea. Atuam como consumidor primario na cadeia
alimentar aquatica e se alimentam por filtracdo de material orgéanico particulado
em suspensdo e microalgas. S&o vulgarmente conhecidos como pulgas d’agua
(BUIKEMA e SHERBERGER, 1977).

Os cladoceros apresentam, em sua morfologia, pernas toracicas
compostas por cerdas que agem como peneiras, retendo algas, bactérias e
pequenas particulas de matéria organica provenientes da agua (BUIKEMA e
SHERBERGER, 1977).

As espécies de Cladocera mais utilizadas em ensaios de ecotoxicidade
sdo: Daphnia magna, Daphnia similis, Ceriodaphnia dubia e Ceriodaphnia

silvestrii.

3.1.1.1 Daphnia similis

Daphnia similis (FIG. 2) pertence a Familia Daphnidae e apresenta
comprimento maximo de 3,5 mm e possuem larga distribuicAo na Ameérica do
Norte (ABNT NBR 12713, 2009).



FIGURA 2 — Fémea adulta de Daphnia similis. Aumento de 100x.

Os dafinideos se reproduzem por partenogénese, dando origem a
populacbes constituidas inteiramente por fémeas. Quando ocorrem condicdes
desfavoraveis ou um estresse ambiental, como superpopulacgéo, falta de alimento
ou mudancas de temperatura, surgem na cultura machos e também fémeas com
dois ovos haploides, os quais sao fecundados pelos machos. Esses ovos envoltos
em uma carapaca Unica, de cor escura, sdo altamente resistentes as condicdes
desfavoraveis e sdo denominados de efipio (FIG. 3) (DOMINGUES e
BERTOLETTI, 2006).

L

FIGURA 3 — Fémea adulta de Daphnia similis com ovo efipio.
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3.1.1.2 Ceriodaphnia silvestrii

A espécie C. silvestrii (FIG. 4) apresenta as mesmas caracteristicas dos
dafinideos, se diferenciando apenas no tamanho que varia de 0,8 a 0,9 mm de
comprimento (ABNT NBR 13343, 2010) e na distribuicdo, sendo no Brasil e

Argentina.

FIGURA 4 — Fémea adulta de Ceriodaphnia silvestrii. Aumento de 100x.

3.1.2 Aspectos legais

Nesse tramite, a legislacdo sobre politica de substancias quimicas da
Unido Européia que foi aprovada pelo Parlamento Europeu e pelo Conselho da
Comunidade Européia. O Regulamento (CE) n° 1907/2006, também conhecido
como REACH (Register, Evaluation, Authorization, Chemicals) criou a Agéncia
Européia de Substancias Quimicas e aplicou uma politica de registro, avaliacao,
autorizacao e restricdo aos produtos quimicos inseridos no mercado europeu.

O REACH entrou em vigor a partir de 2007, sendo que todas as
substancias colocadas no mercado em quantidades acima de 1 tonelada deveréo
ser registradas. As substancias identificadas como causadoras de risco,
consideradas de grande preocupacéo, serdo avaliadas com prioridade e estardo
sujeitas a autorizacao pela Agéncia (ABIQUIM, 2007).

Os principios que nortearam a concepgdo dessa politica foram: a)
precaucado e prevencao; b) substituicAo de produtos perigosos por outros mais

seguros; ¢) reducao de testes em animais; d) maior responsabilidade da industria
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quanto a divulgacdo da seguranca de seus produtos; e) transparéncia da
informacgéo (ABIQUIM, 2007).

3.2 Farmacos e produtos de uso diario no ambiente a  quatico

Os produtos farmacéuticos e os produtos de uso diario compreendem um
grupo diversificado de compostos quimicos utilizados interna ou externamente,
tanto por humanos quanto por animais. Incluem desde compostos utilizados na
formulacdo de medicamentos como analgésicos e antiinflamatorios,
antimicrobianos, antiepiléticos, meios de contraste, como por exemplo, para raio-
X, contraceptivos orais, drogas citostaticas, medicamentos de uso veterinario até
produtos de uso diario como shampoos, cremes dentais, fragrancias, cremes,
sabonetes, protetores solares, cosmeéticos, etc. (TERNES, 1998; HEBERER,
2002; USEPA, s.d.).

A presenca destes compostos no ambiente tém-se configurado como um
importante topico das ciéncias ambientais em féruns internacionais, pois algumas
toneladas de medicamentos sdo produzidas por ano e aplicadas na medicina
humana e veterinaria, sendo que muitos destes produtos ndo sdo descartados
corretamente (CORDY et al., 2004; KOLPIN et al., 2004; STACKELBERG et al.,
2004).

Ha alguns anos, os farmacos e produtos de uso pessoal ndo eram
considerados poluentes e ndo faziam parte dos programas de monitoramento
ambiental, devido a estes compostos ocorrerem em concentracées muito baixas
no ambiente (entre pg.L? e ng.L™"), ndo sendo possiveis de serem detectados
pelos métodos analiticos disponiveis na época. Porém, com o desenvolvimento
de métodos analiticos mais sensiveis, foi proporcionado um aumento significativo
no numero de trabalhos com farmacos nesta ultima década (HEBERER, 2002).

O monitoramento destes compostos no meio ambiente vem ganhando
grande interesse devido a essas substancias serem frequentemente encontradas
em matrizes ambientais como aguas superficiais e sedimentos, aléem de efluentes
de estacbes de tratamento de esgoto e estacdes de tratamento de &gua no
mundo todo, inclusive no Brasil (STACKELBERG et al., 2004).
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Estes micropoluentes s&do desenvolvidos para serem persistentes,
mantendo suas propriedades quimicas para servirem a um proposito terapéutico e
permanecendo maior tempo no ambiente (MULROY, 2001).

A descoberta destes compostos no ambiente aquatico tem estimulado a
pesquisa investigativa em busca de novas tecnologias nos processos
convencionais de tratamento de agua e de esgoto, 0s quais sdo insuficientes na
remocao total destes compostos. Tem estimulado também a realizacdo de
ensaios de ecotoxicologia e avaliagcbes de risco a saude humana (TERNES,
2010).

A maioria dos farmacos e dos produtos de uso diario atua como
interferente do sistema enddécrino (TERNES, 1999), que possuem a propriedade
de mimetizar as acdes dos hormoénios naturais. Sao substancias quimicas
exdgenas ou a mistura de varias substancias que alteram as funcdes de sintese,
transporte, ligacdo, acdo e inibicdo de horménios naturais responsaveis pela
manutencdo da homeostase, reproducdo, desenvolvimento e/ou comportamento
(CRISP et al., 1997; SUMPTER, 1998). Por isso, sao considerados contaminantes
biologicamente ativos (CHRISTENSEN, 1998).

Os principais produtos de uso diario incluem desinfetantes (cujo principio
ativo é o triclosan), fragrancias (amiscares), repelentes de insetos (DEET),
preservativos (parabenos) e filtros UV (metilbenzeno) (BRAUSCH e RAND, 2011).

Ao contrario dos farmacos que sédo produzidos para uso interno, alguns
produtos de uso diario sdo destinados ao uso externo corporal e ndo estao
sujeitos a alterac6es metabdlicas. Portanto, sdo lancados nas formas inalteradas
aos corpos hidricos receptores por meio do uso cotidiano destes produtos
(BRAUSCH e RAND, 2011).

3.2.1 Dietiltoluamida

O dietiltoluamida (N,N-dietil-m-toluamida), conhecido pela sigla DEET, é
um dos principios ativos mais utilizados em formulacdes de repelentes de insetos
(COSTANZO et al., 2007; GLASSMEYER et al., 2005).

Em 1946, o DEET foi formulado pelo Departamento de Agricultura dos
Estados Unidos para o exército americano, com a funcdo de protecdo contra

picadas de insetos e controle de transmissdo de patologias durante as guerras.
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Este composto foi registrado em 1957 pela USEPA para uso geral da populagéo e
tem estado no mercado ha mais de 50 anos (TAY et al., 2009; COSTANZO, 2007;
USEPA, 1998).

Seu mecanismo de acdo consiste na interferéncia da percepc¢ao sensorial
dos insetos durante a localizagdo de seus hospedeiros. Pode ser encontrado em
repelentes nas formas de cremes, géis e aerossois (COSTANZO et al., 2007,
DAVIS, 1985; DOGAN, 1999).

As concentracdes de DEET encontradas nos repelentes podem variar de 4
a 100% nos 225 produtos registrados pela USEPA (USEPA, 1998). De acordo
com o Centro de Controle e Prevencdo de Doencas dos Estados Unidos (Centers
for Disease Control and Prevention — CDC), a concentracdo indicada é de 50%
(ANVISA, 2010).

Estima-se que cerca de 30% da populagdo norte americana utiliza
anualmente repelentes com DEET. Destes 30%, 34% s&o criangcas (USEPA,
1998).

No Brasil, os produtos mais populares disponiveis no mercado tém entre 6
e 14,5% de DEET. Apenas uma unica marca possui 50% do principio ativo
(TURMA DO PEDAL, 2009).

A ANVISA, Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria, aprovou uma nova
resolucao (Consulta Pdblica n°® 20, de 12 de marco de 2012) com o objetivo de
regulamentar os repelentes contra insetos. Os repelentes devem ter seguranca e
eficAcia comprovada e informacdes obrigatérias que devem constar na rotulagem
de todos os produtos.

De acordo com esta resolucdo (ANVISA, 2012), ndo é permitido o uso de
DEET em repelentes para criancas menores de dois anos de idade. Para criancas
de 2 a 12 anos, a concentracéo do composto nédo deve ser superior a 10%, e para
pessoas com idade superior & 12 anos, a concentracdo pode exceder 30% de
DEET nas formulacdes, desde que sejam realizados estudos de avaliacdo de
risco para seres humanos.

Os repelentes que contém DEET séo eficientes contra insetos. Porém,
guando usados incorretamente ou em excesso, podem apresentar efeitos
adversos em adultos e criancas, como dermatites, quadros de hipotensao, crises
convulsivas, coma, reacOes alérgicas e neurotoxicidade, atuando no bloqueio da

enzima colinesterase, necessaria para o bom funcionamento do sistema nervoso.
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Este composto também possui propriedades carcinogénicas em células da
mucosa nasal (ANVISA, 2010; COSTANZO, 2007; TISCH et al.,, 2002; ABOU-
DONIA et al. 2004; USEPA, 1998).

Informacdes sobre a ecotoxicidade do DEET sé&o limitadas. Desde o
registro do composto em produtos comercialmente disponiveis, o0 DEET nao foi
submetido a uma avaliagdo de risco ecoldgico, onde se acreditava que 0
composto jamais atingiria os corpos hidricos e a biota aquatica (USEPA, 1998).

A mudanca desta percepcao foi refletida nas investigacfes dos relatorios
de agua, desde amostras de &reas urbanas e agricolas, efluentes de estacdes de
tratamento de esgoto, sistemas de &guas subterrdneas, em areas distantes das
fontes potenciais e até mesmo em agua potavel, persistindo aos processos
convencionais de tratamento de agua (SINGH et al., 2010; TAY et al., 2009;
GLASSMEYER et al., 2005; CORDY et al., 2004; WEIGEL et al., 2004; KOLPIN et
al., 2002).

A principal rota de exposicdo de DEET no ambiente aquatico é pelo
lancamento de esgotos domésticos com a presenca dos metabolitos liberados
pelo corpo humano. Menos de 20% do DEET é absorvido pela pele e grande
parte € metabolizada e excretada na forma de metabdlitos (SUDAKIN e
TREVATHAN, 2003).

Alguns estudos tém comprovado que o DEET € um composto
biodegradavel devido a maior eficiéncia de remocéo (cerca de 70%) deste
composto nos tratamentos biolégicos quando se utiliza lodo ativado (YANG et al.,
2011; SUl et al., 2010).

Processos avancados de remocao de farmacos e produtos de uso pessoal
tém sido aplicados, entretanto, para alguns processos nao se tém verificado muita
eficiéncia na remoc¢cdo do DEET. No caso do processo de microfiltracdo por
osmose reversa, 0 composto € eficientemente removido (> 90%) (YANG et al.,
2011; SUl et al., 2010).

Quanto ao processo de ozonizagdo, 0 composto apresenta remocao
moderada (0 — 50%) devido a falta de reacdo do grupo amida com o 0zénio. No
processo de carvao ativado, que adsorve compostos hidrofébicos, o DEET é
relativamente resistente a adsor¢cdo (YANG et al., 2011; SUI et al., 2010).

O DEET é relativamente persistente no ambiente aquatico, onde sofre

processos de biodegradacédo e fotdlise por cerca de vinte dias até a sua total
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degradacdo. Mas, ao contrario de outros produtos de uso diario, este composto
possui baixo potencial de bioconcentracdo sendo, portanto, nédo facilmente
acumulado pelos organismos aquaticos (CALZA et al., 2011; COSTANZO et al.,
2007).

Atualmente, existem alguns dados de ecotoxicidade aguda do DEET para a
biota aquatica disponiveis na literatura. De acordo com a USEPA (1998), o
composto é levemente toxico para peixes e invertebrados de regides de agua
doce.

Costanzo et al. (2007) listaram todas as espécies de organismos aquaticos
ja estudados e seus respectivos resultados de ecotoxicidade aguda para o DEET.
Desde entdo, nenhuma publicacdo de resultados adicionais tem sido feita
(BRAUSCH e RAND, 2011).

Embora o DEET seja resistente a degradacdo e frequentemente
encontrado em aguas superficiais, ndo se tem conhecimentos sobre estudos da
sua ecotoxicidade crénica em organismos aquaticos (BRAUSCH e RAND, 2011).
Bioensaios desenvolvidos com mamiferos (roedores) levaram ao prognostico de
que o DEET possui acdo anticolinesterasica e que ndo apresenta efeitos na
morfologia e no sistema reprodutor destes organismos apds nove semanas de
exposicao (LEBOWITZ et al., 1983). Brausch e Rand (2011) acreditam que os
mecanismos de acdo deste composto podem ser semelhantes a biota aquatica.
Por outro lado, os autores Costanzo et al. (2007), afirmam que o composto ndo é
suscetivel em provocar efeitos bioldgicos aos organismos aquaticos em

concentracbes ambientalmente relevantes.

3.2.2 Oleo essencial de capim-limdo ( Cymbopogon flexuosus )

A atracdo da sociedade moderna pelo “consumismo verde” desejando
menos ingredientes sintéticos em alimentos e produtos a base de plantas, ambos
reconhecidos como “geralmente seguros” (Generally Recognized As Safe —
GRAS), tem despertado o interesse cientifico para producdo de grande escala
(SMID e GORRIS, 1999; TULEY DE SILVA, 1996).

As gramineas constituem um grupo importante de plantas medicinais. O
género Cymbopogon possui espécies que produzem Oleos essenciais com uma

variedade de componentes quimicos. Inclui cerca de 30 espécies, sendo muitas
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delas espécies aromaticas e fornecem 6leo essencial de valor comercial. A
maioria é nativa da regido tropical do Velho Mundo e atualmente podem ser
encontradas nas regides tropicais e subtropicais (GOMES e NEGRELLE, 2003;
CORRIGEN, 1992).

Os 06leos essenciais sao produzidos a partir da infusdo de folhas, caules e
raizes. Os métodos de extracdo destes 6leos séo diversificados, incluindo o uso
de microondas, diéxido de carbono liquido e destilacdo em baixa ou alta pressao
com &gua fervente ou vapor (BAKKALI et al., 2008; ANGIONI et al., 2006;
MASOTTI et al., 2003; NEGRELLE e GOMES, 2003; OYEDELE et al., 2002).

S&o conhecidos aproximadamente 3000 Oleos essenciais, dos quais 300
possuem grande importancia comercial, principalmente no uso farmacéutico, na
agricultura, em alimentos, produtos de limpeza e de higiene pessoal
(HAJHASHEMI et al., 2003; PERRY et al., 2003; SILVA et al., 2003). Além disso,
possuem propriedades medicinais com acdo antisséptica, analgésica, sedativa e
anti-inflamatodria. Suas fragrancias sao utilizadas nos processos de embalsamento
e preservacao de alimentos (BAKKALI et al., 2008).

As gramineas sdo morfologicamente indistinguiveis, o que dificulta a
identificacdo das espécies. O estudo da composi¢ado quimica dos Oleos essenciais
facilita a diferenciagdo entre elas. Algumas delas produzem Oleos cuja
composicdo é semelhante, como é o caso da espécie Cymbopogon citratus e
Cymbopogon flexuosus (TASKINEN et al., 1983).

As espécies de Cymbopogom mais importantes incluem: C. citratus (DC)
Stapf (capim-lim&do do oeste da india); C. flexuosus (Nees ex Steud) (capim-limao
do leste da india); C. nardus (L) Watson/Rendle (citronela de Ceylon); C.
winterianus Jowilt (citronela de Java); C. martinii (Roxb.) (palmarosa)
(CORRIGEN, 1992).

O Cymbopogon flexuosus pertence a familia de gramineas Poaceae.
Possui propriedades antifungicas e antimicrobianas. Apresenta citotoxicidade para
células cancerigenas e dose letal (DLsoy) > 5000 mg/kg em ratos (SHARMA et al.,
2009; GOLOB et al., 1999).

No Brasil, existem alguns estudos sendo desenvolvidos com O6leos
essenciais com propriedades repelentes contra a epidemia da dengue. Um deles
€ a producédo de sabonetes a base de Oleos essenciais podendo atuar como
coadjuvante no combate a doenca (MEZZACAPPA, 2008). Outro estudo
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envolvendo 6leos essenciais repelentes, realizado por Rogero S. O., do Instituto
de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN), é o desenvolvimento de um
dispositivo repelente nas formas de pulseira, botdo ou outro artefato similar, para
liberacdo lenta dos Oleos essenciais garantindo um tempo de acédo prolongado
(IPEN, 2010).

Devido a grande procura por repelentes para protecao individual contra
doencas transmitidas por insetos, € cada vez mais frequente o uso de Oleos
essenciais com propriedades de repeléncia. Esses repelentes naturais atuam
contra os vetores de patologias e dispensam o0 uso do DEET. Podem ser
encontrados nas formas de adesivos e pulseiras ou nas formulacbes de
shampoos e desinfetantes disponiveis mundialmente no mercado (OYEDELE et
al., 2002; PUSHPANATHAN et al., 2006).

3.3 Radiacao ionizante

Desde a descoberta dos raios-X e da radioatividade ha mais de 100 anos,
a sociedade tem se deparado com diferentes formas de producdo da radiacdo e
materiais radioativos artificiais. O beneficio do uso da radiacao foi estabelecido
muito cedo, entretanto, os potenciais perigos da radiacdo também se tornaram
evidentes. Desde entdo, diferentes aplicacbes da radiacdo ionizante e de
materiais radioativos tém sido desenvolvidos (IAEA, 2004).

A radioatividade é a propriedade dos is6topos de elementos, denominados
radionuclideos, emitirem radiacdo pela desintegracdo (decaimento) de seus
nacleos instaveis. A radiacdo pode ser emitida na forma de particulas ou de
ondas eletromagnéticas (MEYERS-SCHONE e TALMAGE, 2002).

Existem trés principais tipos de radiagdo que sdo emitidos pelos
radionuclideos durante o decaimento radioativo: i) particulas alfa (a), ii) particulas
beta (B) e iii) raios gama (y). O que difere entre os tipos de radiacdo séo a energia

e a capacidade de penetracdo na matéria (FIG. 6).
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FIGURA 5 — Poder de penetragdo das particulas alfa, beta e raios gama.
Adaptado de USEPA (2007).

As particulas a sao formadas por dois protons e dois néutrons. Séo
massivas e altamente energéticas, mas se propagam lentamente pelo ar. Sao
emitidas, por exemplo, pelos radionuclideos Uranio-238, Radio-226 e Poldnio-210
(USEPA, 2007).

As particulas B sdo elétrons que se movem rapidamente durante o
decaimento radioativo. Seres humanos estdo expostos a particulas B a partir de
fontes artificiais e naturais de radiagdo, como o Tritio, Carbono-14 e Estréncio-90
(USEPA, 2007).

Os raios y sédo fétons eletromagnéticos sem massa ou carga elétrica, mas
possuem alto poder de penetragdo na matéria. Uma das fontes naturais de
radiagdo gama € o Potéssio-40, e as fontes artificiais sdo, por exemplo, o Cobalto-
60 e o Césio-137. A diferenca entre estes dois radionuclideos quanto a emisséo
de raios gama esta na quantidade de energia, onde o Césio-137 possui 662 keV e
0 Cobalto-60 possui entre 1170 e 1330 keV (USEPA, 2007; HINTON, 2002).

A incidéncia da radiacdo ionizante nos organismos promove danos as
células por mecanismos especificos que atuam pela acdo direta ou indireta no
meio celular (DOWD e TILSON, 1999).
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A interacgdo direta consiste na incidéncia da radiagao ionizante diretamente
nas macromoléculas biolégicas como o acido desoxirribonucléico (DNA) e o acido
ribonucléico (RNA). Essa interacdo promove danos que podem ser fatais a célula.
As lesbes no DNA que ndo induzem a morte celular, devido aos mecanismos
fisiologicos de reparacdo celular, podem ser transmitidas para as geracfes de
células futuras, iniciando-se o processo de neoplasia celular (DOWD e TILSON,
1999).

Na acéao indireta ocorrem sucessivas interacdes da radiacdo incidente com
as diversas moléculas presentes no interior celular, destacando-se a agua e o
oxigénio (DOWD e TILSON, 1999). Essa interacdo é mais frequente do que a
interacdo direta, devido a abundancia de agua presente no meio celular
(METTLER JUNIOR e UPTON, 1995).

A primeira etapa da acdo indireta da radiacdo gama € o processo da
radidlise da agua. Neste processo, sdo gerados espécies reativas primarias (OH’,
€aq, H') e produtos moleculares (Hz, H>O;), denominados “produtos primarios da
radiolise da agua”. Altamente reativos, os produtos primarios interagem com as
moléculas presentes no meio (FIG. 6) ou sofrem recombinac¢des, desencadeando
uma série de reacdes tdxicas para as células que promovem alteragbes quimicas
e biologicas (FAJARDO et al., 2001; GETOFF, 1996).

A radiolise da agua é um processo continuo que pode ser representado

pela seguinte equacéao:

H,O + radiagdo = OH' + H" + H,0, + & o9 Ha + H30"
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FIGURA 6 — Acéao direta e indireta da radiacao ionizante na molécula de acido
desoxirribonucléico (DNA).

A radiacdo gama, radiagdo ionizante do tipo eletromagnética com elevada
energia de penetracdo, interage mais frequentemente com 0S organismos Vivos
pela acao indireta (METTLER JUNIOR e UPTON, 1995).

Diversos experimentos realizados com células em cultura e organismos
aquaticos, evidenciaram que a sensibilidade a radiag&o ionizante depende da fase
do ciclo celular em que as células se encontram quando irradiadas. Em geral, a
maioria das células é considerada mais sensivel durante a fase de mitose e mais
resistente no periodo tardio da fase de sintese. Logo, uma mesma linhagem
celular pode apresentar diferencas quanto a sensibilidade a radiagdo devido a
distribuicdo das células nas diferentes fases do ciclo celular (METTLER JUNIOR e
UPTON, 1995).

3.3.1 Fontes de radiagao ionizante

A exposicdo a radiacdo ionizante pode resultar das fontes naturais
(background radiation) assim como do langamento de radionuclideos durante a

fabricacdo de materiais radioativos e também nos casos de acidentes com
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reatores nucleares e locais de armazenamento de residuos nucleares (MEYERS-
SCHONE e TALMAGE, 2002).

3.3.2 Acidente nuclear no Japéo

O acidente provocado pelo terremoto Tohoku e tsunami na estagcédo de
energia nuclear de Fukushima Daiichi, no Japdo em 11 de marco de 2011, foi
classificado como acidente de nivel 7 devido a liberacdo de material radioativo no
meio ambiente. As rotas de contaminacdo por material radioativo foram o
vazamento direto de agua contaminada para agua do mar no entorno da estacéo,
transporte por lixiviagdo de aguas pluviais em solos contaminados e deposicéo da
pluma atmosférica contaminada sobre a superficie dos solos e oceano, chegando
a dezenas de quildmetros de distancia de Fukushima (WHO e FAO, 2011).

O acidente tem levantado diversas discussdes pertinentes ndo s6 em
relacdo a protecdo do ser humano e do meio ambiente, mas também sobre a
questdo do monitoramento de &reas afetadas pela radia¢éo ionizante.

De acordo com os relatorios da IAEA (2012), CNEN (2011) e
USEPA/FDA/NOAA (2011), desde a ocorréncia do acidente, foram encontrados
os radionuclideos lodo-131, Ceésio-134 e Césio-137 em alguns alimentos e
amostras de solo, agua potavel, agua pluvial, agua subterranea, agua do mar e
sedimento marinho no entorno da estacéo nuclear. Foi detectado também fall out
nos paises da Asia e Europa e nos Estados Unidos alguns dias apds o acidente.

O pescado também tem apresentado niveis elevados de radionuclideos em
algumas espécies de peixes encontrados, mas programas de monitoramento
estdo sendo realizados para assegurar o0 consumo humano destes produtos.

Atualmente, quase um ano e meio ap0s o acidente, niveis elevados de
raios gama ainda sédo detectados no local da estacdo nuclear e preocupam mais
as autoridades locais do que a radioatividade do Césio ainda emitida pelo
complexo atémico (CRUZEIRO DO SUL, 2012).

3.3.3 Radiacéo natural ( background radiation )

Seres humanos e outros organismos estdo inevitavelmente expostos a

radioatividade natural que existe em todas as regides do mundo, sendo que 0s
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niveis de radiacdo podem variar geograficamente e de acordo com as
caracteristicas geolédgicas e condicdes atmosféricas (ATTAR et al., 2007,
GHIASSI-NEJAD et al., 2002).

Entende-se por radiacdo de fundo como a radiacdo natural encontrada na
crosta terrestre (rochas e solos) e em aguas subterrdneas. A radiagdo cosmica
contribui para a radiacdo de fundo bem como, o fall out (nuvens radioativas) de
testes nucleares e eventuais acidentes com materiais radioativos que podem
atingir o nivel do solo. As fontes naturais de radiacdo correspondem a 26% do
total das fontes de radiacdo (desde medicina nuclear, raios-X, produtos
radioativos e outros) (USEPA, 2007; AGHAMIRI et al., 2006).

A radiacdo de fundo emite, geralmente, radiacbes de baixas doses,
consideradas doses crbnicas. Embora, em determinadas regiées do mundo as
radiacbes de fundo sdo 10 a 15 vezes maiores do que o normal. Algumas destas
regibes, por exemplo, estdo localizadas em Yangjiang, China; Kerala, india;
Guarapari, Brasil e Ramsar, Ird (ATTAR et al.,, 2007; AGHAMIRI et al., 2006;
GHIASSI-NEJAD et al., 2002).

Os principais elementos radioativos encontrados na radiacdo de fundo séo:
Uranio, Tério e Potassio, bem como seus produtos de decaimento radioativo.
Esses radionuclideos emitem particulas alfa, beta e raios gama (USEPA, 2007).

3.3.4 Exposicdo dos organismos aquéticos as fontes de radiacao ionizante

A preocupacao com a protecdo ambiental da contaminacéo radioativa tem
sido muito discutida por organizacdes internacionais IAEA (International Atomic
Energy Agency), ICRP (International Commission on Radiological Protection),
OECD-NEA (Organisation for Economic Co-Operation and Development -
Nuclear Energy Agengy), 6rgdos reguladores Environment Canada, USDOE
(United States Department of Energy) e cientistas da IUR (International Union of
Radioecology) (ANDERSON et al., 2009).

A radioecologia € considerada um ramo da radiologia voltado para a
protecdo do meio ambiente e avaliacdo dos efeitos nos organismos presentes.
Apresenta uma linha de estudos que abordam: (1) protecdo ambiental, da qual
estdo inseridos estudos sobre fluxos e biodisponibilidade das substancias
radioativas ao longo do tempo; ecotoxicologia; harmonizacdo dos métodos de
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radionuclideos e outros contaminantes; legislacdes; técnicas de medigdo e
estratégias de monitoramento; (2) avaliacdo de risco, abordando efeitos biolégicos
da radiacdo em humanos e animais; (3) tratamento de rejeitos radioativos e (4)
aspectos sociais, éticos e econdmicos da protecdo radiologica (EDITORIAL,
2009).

A exposicdo as diversas fontes de radionuclideos, como mencionadas
anteriormente, desencadeiam efeitos potenciais da radiacdo ionizante na biota
aguatica, como por exemplo, os efeitos genéticos. Esta exposicdo pode ocorrer
externamente pela presenca da radiacdo na 4gua e no sedimento (TAB. 1) e pela
absorcao e ingestdo de radionuclideos (MEYERS-SCHONE e TALMAGE, 2002).

TABELA 1 — Estimativas de doses anuais (mGy.ano™) recebidas por organismos
marinhos e dulcicolas em regides com fontes naturais de radiacdo ionizante.
Adaptado de IAEA (1976).

Fitoplancton Zooplancton Molusco Crustéceo Peixe
Césmico 0.24 0.24 0.19 0.19 0.19-0.24
Agua 6.4. x 10054 9.0x10°-74x 4.0x10°-3.1x 4.0x10°-3.1x102 4.0x10°-6.1x107
10-2 102
Sedimento 0 0 0.27-3.2 0.27-3.2 0-3.2
— — — — 0.32-0.42
Dose interna 0.24-0.78 0.24-0.31 0.46-3.5 0.46-3.5 0.514.0
total ( 3+y)
Cosmico 44 %107 44.x 107 44 %107 4.4 %107 44 x107?
Agua 3.5.x 102 1.8. x 107 9.0 x 103 9.0 x 103 9.0 x 103
Sedimento 0 0 0.27-3.2 0.27-3.2 0-3.2
Dose interna 0.17-0.64 0.23-14 0.65-1.3 0.69-1.9 0.24-0.37
total (R+y) 0.25-0.72 0.29-1.7 0.974.6 1.0-5.2 0.29-3.7

Varios séo os estudos sobre os efeitos bioldgicos da radiacdo ionizante em
organismos aquaticos, entretanto, a falta de uma padronizacdo nas metodologias
dos experimentos € uma das questdes que dificultam na determinacdo das doses
e efeitos da radiagdo ambientalmente realisticos (DALLAS et al., 2012)

O uso das fontes de radiacdo nos estudos com organismos aquaticos tem
sido criticado por alguns autores, pois algumas delas ndo sao representativas do
ambiente em estudo. Recentemente, muitos autores tém utilizado agua com Tritio

e consideram uma representacdo mais realistica de uma fonte de radiacdo
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ionizante em ambientes aquaticos (DALLAS et al.,, 2012; JHA et al.,, 2005;
KNOWLES et al., 1997).

Outra questdo que deve ser considerada € a interacdo da radiacdo
ionizante com outros fatores ambientais tais como temperatura, salinidade,
presenca de contaminantes ndo radioativos e fatores bioticos, que podem resultar
em efeitos sinérgicos ou antagdnicos nos organismos estudados, fornecendo
respostas nem sempre evidentes (DALLAS et al., 2012).

A preferéncia em se utilizar invertebrados aquaticos na verificacdo de
impactos causados pela radiacdo ionizante esta na relevancia ecoldgica destes
organismos, j4 que representam cerca de 90% da vida existente na Terra e
desempenham importante papel no ecossistema, sendo que 70% vivem em
ambientes aquaticos (DALLAS et al., 2012).

Ainda conforme o autor, 50 espécies de invertebrados aquaticos tém sido
submetidos a radiacdo ionizante para avaliagdo dos efeitos biologicos, incluindo
desde moluscos, artropodes e equinodermos. Por ser um grupo ecologico e
taxondémico bastante diversificado, torna-se inviavel avaliar o impacto da radiacao
ionizante em invertebrados aquaticos como um todo.

A maioria dos experimentos utilizam invertebrados marinhos ou estuarinos.
No filo Crustacea, os principais organismos utilizados para avaliacdo dos efeitos
da radiacdo pertencem aos géneros Artemia e Daphnia, ambos considerados
espécies sentinelas e aplicados em ensaios padronizados de ecotoxicologia
(DALLAS et al., 2012).

Alguns autores afirmam que os invertebrados aquaticos tendem a ser mais
resistentes a radiacao ionizante do que os vertebrados. Estudos realizados com
algumas espécies de peixes indicam que estes organismos apresentam
radiossensibilidade semelhante aos mamiferos terrestres, dependendo da idade e
do estagio de desenvolvimento embrionario (MEYERS-SCHONE e TALMAGE,
2002; NCRP, 1991).
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FIGURA 7 — Comparacao da radiossensibilidade entre os grupos de organismos
(WHICKER e SCHULTZ, 1982).

Embora a Radioecologia seja uma ciéncia desenvolvida h& alguns anos, o

estudo da protecdo ambiental contra a radiacdo permanece em desenvolvimento,

pois alguns aspectos ainda necessitam de mais estudos e definicbes

(PENTREATH, 2009).
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4. METODOLOGIA

O presente trabalho foi realizado em duas etapas. Na primeira etapa
estudou-se a citotoxicidade in vitro dos principios ativos de repelente e
estabeleceu-se a faixa de concentracdo destes compostos a ser utilizada nos
ensaios preliminares de ecotoxicidade.

Na segunda etapa, estudou-se o efeito dos principios ativos nos
organismos irradiados e n&o irradiados com radiacao ionizante. Para isso, foi
necessario estabelecer a DLsy de radiacdo gama para 0S organismos e
posteriormente encontrar a dose que nao causou efeito na reproducéao.

Estabelecida a dose de radiagdo gama, os organismos foram irradiados
momentos antes da exposi¢cao aos principios ativos.

A FIG. 8 apresenta as etapas realizadas para atingir o objetivo final deste

trabalho.

Principios ativos
de repelente

Ensaios de Ensaios in vitro de
ecotoxicidade citotoxicidade
\4 4
Efeito na Efeito de morte
reproducéo dos celular
organismos-teste

g

Radiacéo ionizante

A

Efeito na Organismos-teste
reproducao dos irradiados e
organismos-teste expostos aos PAs
\'4
Efeito na
reproducao

FIGURA 8 — Representacao das etapas cumpridas neste trabalho.
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4.1 Substancias-teste

Foram utilizados dois principios ativos de repelentes: sintético e natural.
Como repelente sintético utilizou-se o DEET ALDRICH® (N,N-diethyl-meta-
toluamide — C;1,H317NO). O composto é formado por amida (FIG. 9), classe quimica
muita utilizada em repelentes quimicos de inseto. Este principio ativo € 0 mais
utilizado nos produtos brasileiros de repelentes de insetos (COSTANZO et al.,
2007; PALUCH et al., 2010). As caracteristicas fisico-quimicas do DEET estéo

apresentadas na TAB. 2.

@)
HzC
o
CHj

FIGURA 9 — Estrutura quimica do DEET.

TABELA 2 — Caracteristicas fisicas e quimicas do DEET (HANSCH et al., 1995;
NPIC, s.d.).

Propriedades fisico-quimicas

Aparéncia Liquido incolor
Massa molar 191,3 g/mol
Densidade (20°) 0,997-1,000 g.mL™*
Pressao de vapor (20°) 5,6 x 10° mmHg
Massa molecular 191,3 g.mol'1
Solubilidade em agua (25°) > 1000 mg.L™
Log Kow 2,02
Log Keo 3,0 x 10°
Fator de bioacumulacéo 1,96

Log Koy = constante de particdo octanol-agua
Log K., = constante de sor¢do por carbono orgénico

O DEET possui caracteristicas fisico-quimicas que contribuem para sua
propagacdo no meio aquoso. Porém, ndo apresenta potencial de bioacumulacao
(EGGEN et al., 2010).
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O principio ativo natural escolhido foi o 6leo essencial de capim-lim&o que
apresenta propriedades de repeléncia de insetos. O O6leo essencial (OE) é
extraido da espécie de graminea Cymbopogon flexuosus, fornecido pela
FERQUIMA?® Industria e Comércio Ltda. Seu principal componente é o citral (3,7-
dimethyl-2,6-octadienal, Ci0H160), mistura de dois compostos aldeidicos: neral
(30%) e geranial (40%).

Dois lotes de OE foram testados devido a sua provavel flutuabilidade na
composicao por ser uma substancia natural. Logo, utilizaram-se os lotes: 180 e
183.

A estrutura quimica e as caracteristicas fisico-quimicas do OE dos

principais aldeidos estdo apresentadas na FIG. 10 e na TAB. 3.

CHs; CH;
\
X0 AN

o

H,C~ “CH;  HyC~ “CH,
Geranial Neral

FIGURA 10 - Estrutura quimica dos aldeidos que comp&em o citral, principal
componente do OE.

TABELA 3 - Caracteristicas fisicas e quimicas do OE (FERQUIMA, 2010;
YALKOWSKY e HE, 2003).

Propriedades fisico-quimicas

Aparéncia Liquido limpido
Cor Amarelo a alaranjado
Densidade (20°) 0,875-0,905 g.mL'l

Solubilidade em agua (25°C) 1340 mg.L™
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4.2 Ensaio in vitro de citotoxicidade

O ensaio de citotoxicidade & um teste in vitro eficaz, de baixo custo,
reprodutivel e quantitativo. Muito utilizado para verificar a toxicidade dos materiais
e substancias em cultura celular, tendo a vantagem de minimizar o uso de
animais em laboratorio.

A metodologia usada para os testes de citotoxicidade baseou-se na norma
da International Standard Organization (ISO 10993 — 5, 2009) e na metodologia
descrita por Rogero et al. (2003).

Neste trabalho foi utilizado o método de incorporacdo do vermelho neutro.
O corante € soluvel em agua a qual ultrapassa a membrana plasmatica, se
concentrando nos lisossomos de células vivas onde se fixam por ligacdes
eletrostaticas hidrofébicas com sitios anibnicos na matriz lisossomal. Muitas
substancias danificam as membranas celulares e lisossomais, resultando no
decréscimo de captura e ligacdo do vermelho neutro. Portanto, € possivel
distinguir entre células vivas e mortas pela medida da intensidade de cor no final
do ensaio (CRUZ, 2003; ROGERO et al., 2003).

4.2.1 Preparo das solucdes-teste

Cada lote de OE foi diluido em dimetilsulféxido (DMSO) VETEC® por
possuir baixa solubilidade em agua. A solucdo estoque foi preparada na
concentracdo de 10°> mg.L™ em DMSO. Esta solugdo estoque foi utilizada em
todos os ensaios. A solucéao estoque, foi diluida na proporcédo de 1:100 em meio
MEM (Minimum Eagle Medium) contendo 5% de soro fetal bovino e 1% de
aminoacidos ndo essenciais) para obter a solugcdo-teste na concentracdo de 500
mg.L™.

A solucdo estoque de DEET foi preparada na concentracédo de 2 x 10°
mg.L* em &gua. Diluiu-se a solucdo estoque em meio MEM, obtendo assim, a

solucdo-teste na concentracdo de 10° mg.L™.
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4.2.2 Cultura celular e preparo da suspenséo celula r

Esta etapa foi realizada no Setor de Culturas Celulares do Instituto Adolfo
Lutz. Foi utilizada a linhagem celular NCTC-clone L929 de tecido conectivo de
camundongo, originaria da American Type Culture Collection (ATCC CCL 1). O
meio de cultura utilizado foi o meio MEM, adicionado de 10% de soro fetal bovino,
aminoacidos ndo essenciais e piruvato de sodio (meio MEM-uso). O cultivo das
células NCTC-clone L929 foi feito em garrafa de cultura celular, em meio de
cultura MEM-uso. Apés o crescimento confluente, as células foram destacadas
utilizando-se uma solugdo ATV (Tripsina 0,2% e Versene 0,02%). O numero de
células foi contado em camara de Neubauer e a suspensédo celular foi acertada
para 3,5 x 10° células.mL™.

Para o preparo da microplaca com células em cultura, foram distribuidos
200 pL da suspensdo celular em cada poco (7 x 10* células/poco). A placa foi
incubada em estufa umida a 37<C e atmosfera com 5% de CO, durante 24 horas,

a fim de atingir a confluéncia desejada.

4.2.3 Procedimento dos ensaios

O ensaio foi realizado a partir da exposicdo das células em microplacas
contendo 96 pocos (FIG. 11). Cada pogo possui 10° células. As microplacas com
células em cultura utilizadas nos ensaios foram fornecidas pelo Setor de Culturas

Celulares do Instituto Adolfo Lutz.
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FIGURA 11 — Representac&o do ensaio in vitro de citotoxicidade numa microplaca
com 96 pocos.

Antes de dar inicio aos ensaios, as solu¢des dos principios ativos foram
diluidas em série (50, 25, 12,5 e 6,25%), obtendo-se as concentracdes de OE
correspondentes a: 500; 250; 125; 62,5 e 31,25 mg.L™ e da solucdo de DEET de:
1000; 500; 250; 125 e 62,5 mg.L™.

No ensaio propriamente dito, o meio de cultura das microplacas foi
descartado e substituido com 200uL das solucdes diluidas. Em cada microplaca
foram reservados 6 pocos para o controle de células. Foram utilizados como o
controle positivo o latex de borracha natural e polietileno de alta densidade
(HDPE) como controle negativo, sendo que esses controles foram incubados em
MEM por 24h em estufa umida a 37°C com 5% de CO,, tendo recebido o mesmo
tipo de diluicdo em relacdo as solucdes dos principios ativos.

Apbs este periodo, as solugbes foram substituidas pelo meio de cultura
contendo vermelho neutro (e as microplacas foram mantidas a 37°C por 3 h. Em
seguida, o corante foi descartado e as microplacas foram lavadas com PBS
(solucdo-tampéao fosfato-salina pH 7,4) e solucdo de lavagem (1% cloreto de
calcio em formaldeido 0,5%).

Foi distribuido um volume de 200 pL da solugédo extratora (uma parte de

alcool etilico: uma parte de acido acético 2%) em cada poco para ruptura das
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células e liberagdo do vermelho neutro e em seguida, realizou-se a leitura das
microplacas em densidade Optica, no espectrofotdbmetro leitor de ELISA Sunrise
da marca Tecan, apés agitacdo por 10 minutos em 540 nm e filtro de referéncia
de 620 nm.

O percentual de viabilidade foi calculado a partir da média de densidade
Optica obtida em comparacdo a média do controle de células, consideradas 100%
(FIG. 12).

FIGURA 12 — Preparo das concentracdes-teste (a); Distribuicdo da solucdo de
lavagem na microplaca (b); Leitura da microplaca em espectrofotobmetro (c);
Microplaca apds leitura no espectrofotdmetro (d).
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4.3 Ensaios de ecotoxicidade

4.3.1 Coleta e preparo da 4gua de diluicao

z

A &gua natural utilizada nos ensaios de ecotoxicidade deste trabalho é
também utilizada pela CETESB, no cultivo de organismos aquaticos. Portanto, é
uma Aagua que apresenta seus parametros monitorados por este 6rgao
(LAMEIRA, 2008).

A coleta de agua foi feita mensalmente no Reservatorio de Ribeirdo do
Pirai, localizado no municipio de Salto, SP (FIG. 13). A agua coletada foi

armazenada em galfes de 20 L e mantida ao abrigo da luz.

FIGURA 13 - Coleta de agua no Reservatério de Ribeirdo do Pirai, municipio de
Salto, SP.

Os parametros fisico-quimicos da éagua (pH, condutividade, oxigénio
dissolvido e dureza) foram verificados apos a coleta.

A viabilidade da agua foi verificada em cada lote coletado realizando
ensaios com 0s organismos cultivados em laboratorio.

Antes da utilizacdo para diluicdo das substancias-teste e manutencao dos
organismos-teste, a agua foi filtrada com auxilio de um sistema de filtracdo com
bomba a vacuo e filtro de celulose 40 um para eliminacdo de detritos e
organismos zooplanctdnicos e os parametros fisico-quimicos foram ajustados
conforme recomendacdes das normas ABNT NBR 12713 (2009) e 13373 (2010).
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4.3.2 Manutencéao e cultivo dos organismos-teste

Os procedimentos para o cultivo, manutencdo dos organismos e realizacao
dos ensaios foram desenvolvidos de acordo com as normas da ABNT NBR 12713
(2009) e 13373 (2010).

Os organismos utilizados neste trabalho foram D. similis e C. silvestrii que
foram cultivados no Laboratério de Ecotoxicologia do Centro de Quimica e Meio
Ambiente — CQMA, no IPEN.

Exemplares de D. similis foram mantidos em lotes de até 30 organismos
para cada 800 mL de agua de cultivo, com fotoperiodo de 12 h e temperatura de
20°C (+ 2).

O cultivo de C. silvestrii foi mantido em lotes de até 20 organismos para
300 mL de agua de cultivo. As culturas foram mantidas em fotoperiodo de 12 h de
e temperatura de 25°C (x 2).

A manutencdo das culturas de ambas as espécies foram realizadas
periodicamente, 3 vezes por semana, incluindo a renovacao do meio de cultivo e
alimentacdo. Durante o manuseio dos organismos, utilizou-se pipeta de vidro

Pasteur com diametro adequado ao seu tamanho.

4.3.3 Alimentacéo dos organismos

Os organismos foram alimentados diariamente com algas verdes
unicelulares da espécie Pseudokirchneriella subcapitata (FIG. 14), na quantidade
de 1 a 5x10° células por organismo.

O meio de cultura algaceo foi preparado com sete solu¢cdes de acordo com
as normas da ABNT NBR 12713 (2009) e 13373 (2010) e posteriormente foi
adicionado o in6culo de algas. Este procedimento foi realizado em meio
asséptico.

As algas foram cultivadas em temperatura de 20 a 30°C sob iluminacéo e
aeracdo constantes por sete dias. Em seguida, os lotes de algas foram
centrifugados para retirada e descarte do sobrenadante e a alga foi

ressuspendida com agua natural utilizada para o cultivo dos organismos-teste.
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FIGURA 14 — Pseudokirchneriella subcapitata. Fonte: http: //algalweb.net

Além da alimentacdo a base de algas, foi fornecido um alimento
complementar aos organismos, feito de racdo de peixe com adicdo de fermento
bioldgico (0,25 g de fermento biologico para cada 50 mL de racéo aerado por sete
dias).

4.3.4 Ensaios de sensibilidade e validagao dos resu  Itados

A verificacdo da sensibilidade dos organismos foi feita mensalmente com a
substancia de referéncia cloreto de sédio (NaCl). O uso de substancias de
referéncia permite avaliar as condigcbes de sensibilidade dos organismos-teste
perante as substancias quimicas e testar se 0s mesmos estdo aptos a serem
utilizados nos ensaios de ecotoxicidade.

Os ensaios de sensibilidade foram realizados sob as mesmas condi¢fes de
um teste de ecotoxicidade aguda (descrito no item 4.4), com periodo de 48 h de
exposicao dos organismos ao NaCl. A faixa de sensibilidade foi determinada pelo
namero de organismos mortos em funcao da concentracdo da solucéo. E no final,
determinou-se a concentracao efetiva que causou mortalidade em 50% dos
organismos expostos (CEso).

Os resultados obtidos nos ensaios de sensibilidade dos organismos foram
inseridos em um grafico-controle, ou geralmente denominado como carta-
controle.

De acordo com os requisitos das normas ABNT NBR 12713 (2009) e 13373
(2010) os resultados sdo considerados validos por meio da realizacdo de ensaios
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em triplicatas e o percentual de mortalidade dos controles de agua deve ser
inferior a 10% nos ensaios de ecotoxicidade aguda e inferior a 20% nos ensaios
de ecotoxicidade cronica.

Nos ensaios de ecotoxicidade cronica (descrito no item 4.5), considera-se
um ensaio valido aquele que apresentar no controle a média de organismos
jovens (neonatas) produzidos por fémea = 15.

A sensibilidade dos organismos e a validacdo dos ensaios permitem maior

precisao e confiabilidade nos resultados obtidos.

4.4 Ensaio de ecotoxicidade aguda

O ensaio de ecotoxicidade aguda pode ser definido como aquele que avalia
os efeitos, em geral severos e rapidos, sofridos pelos organismos expostos ao
agente quimico em um curto periodo de tempo. O critério de avaliacdo dos
ensaios de ecotoxicidade aguda é a mortalidade ou imobilidade dos organismos-
teste (ARAGAO e ARAUJO, 2006).

4.4.1 Preparo das solucdes-teste

Por ser uma substancia insolivel em agua, o 6leo OE foi diluido em
dimetilsulféxido (DMSO) (solucdo-estoque) e posteriormente diluido em agua
natural no preparo das solucdes-teste.

A partir da solugdo estoque de OE preparada previamente, foi feita a
diluicdo da solucéo-teste em Agua natural para obter concentracdo de 100 mg.L™.

A solucdo de DEET foi preparada com agua destilada na concentracédo de
300 mg.L™.

4.4.2 Controle positivo com o solvente Dimetilsulfo xido — DMSO
Verificou-se o efeito do solvente DMSO na maior concentracao testada em

cada ensaio aos organismos-teste pela realizagdo de um controle positivo do

solvente.
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4.4.3 Ensaios preliminares

As concentracfes utilizadas nos ensaios preliminares foram baseadas nos
resultados obtidos dos testes in vitro de citotoxicidade com os principios ativos.
Porém, todas as concentragdes apresentaram efeito toxico para os ensaios de
ecotoxicidade.

As concentracdes de DEET foram escolhidas com base na ecotoxicidade
aguda para Daphnia magna (CEso = 75 mg.L™) do relatério da USEPA (1998).
Logo, as concentragbes de DEET utilizadas foram 9,37; 18,7; 37,5; 75 e 150
mg.L™ para D. similis e C. silvestrii.

Para o caso do OE, utilizou-se uma faixa de concentracfes toxicas de oOleo
de Cymbopogon citratus (CLso = 10 mg.L™) para larvas de mosquito de Aedes sp.,
Anopheles sp. e Culex sp. (Diptera, Culicidae). As concentracdes utilizadas foram:
2,5; 5; 10; 20 e 40 mg.L"* em D. similis e 1,25; 2,5; 5 10 e 20 mg.L™ em C.
silvestrii.

Os ensaios de ecotoxicidade aguda consistram na exposicdo dos
organismos as concentra¢des dos principios ativos por um periodo de 48 h. Para
cada concentracdo foram utilizadas 4 réplicas, sendo que em cada réplica foi
colocado volume de 10 mL das solucdes-teste e 5 organismos com idade de 6 a
24 h de idade. Os organismos jovens, ou nheonatas, foram selecionados a partir de
fémeas adultas cultivadas no laboratério de Ecotoxicologia do CQMA, IPEN. O
mesmo procedimento foi aplicado ao controle de agua.

Os ensaios foram mantidos a 20°C (£ 2) para D. similis e a 25°C (x 2) para
C. silvestrii. E os organismos ndo foram alimentados durante o periodo dos
ensaios.

O critério de avaliacdo dos ensaios foi a mortalidade e a imobilidade dos
organismos. Aqueles que ndo se movimentaram em um intervalo de 15 segundos,
foram considerados iméveis, conforme as normas da ABNT NBR (2009 e 2010) e
USEPA (2002a).

Os testes foram considerados validos por apresentarem mortalidade
inferior a 10% dos organismos expostos no controle.

E ao final dos ensaios, estabeleceu-se a menor concentracdo que causou
imobilidade a 100% dos organismos e a maior concentracdo que n&o causou
efeito na mobilidade dos organismos expostos. A partir dos resultados dos
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ensaios preliminares, foram estabelecidas as concentracdes definitivas com base

na seguinte equacao:

Onde:
n = numero de concentracdes
a; = maior concentracdo que causou efeito

a; = menor concentragdo que causou efeito

Estes ensaios possibilitaram um conhecimento prévio da faixa de

concentracfes a serem empregadas nos ensaios definitivos.

4.4 .4 Ensaios definitivos

As concentracdes utilizadas nos ensaios definitivos de ecotoxicidade aguda
de OE foram: 3,8; 5,4; 7,6; 10,7 e 15 mg.L™ para D. similis e 1,8; 3; 5,2; 8,8 e 15
mg.L™ para C. silvestrii, sendo a raz&o de diluicéo igual a 1,4.

Quanto ao DEET, as concentracbes mantiveram-se as mesmas, 9,37,
18,75;37,5;75 e 150 mg.L™! com raz&o de diluicdo igual a 1,7.

4.4.4.1 Procedimento dos ensaios

Os ensaios definitivos foram realizados sob as mesmas condi¢cbes dos
ensaios preliminares e as condi¢cdes dos ensaios estao apresentadas na TAB. 4.

Para cada concentragdo foram utilizadas 4 réplicas. Em cada réplica
contendo 10 mL da solucao-teste, adicionou-se 5 organismos com idade de 6 a
24 h (FIG. 15).
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FIGURA 15 — Ensaio de ecotoxicidade aguda.

TABELA 4 — Condicdes dos ensaios de ecotoxicidade aguda para D. similis e C.
silvestrii.

PARAMETROS CONDIGOES

Tipo de ensaio Estatico

Duracéo do ensaio 48 h

Substéncias-teste OE e DEET

Temperatura 20 = 2°C (D. s?milis);ﬂ
25 £ 2°C (C. silvestrii)

Fotoperiodo 12h

Recipiente-teste Tubos de ensaio

Volume da concentracdo-teste 10 mL

N° de concentracdes-teste 5 e controles

N° de neonatas/recipiente 5

N° de réplicas/concentracéo 4

Alimentacdo durante o ensaio N&o

Agua de diluicao Natural (Salto, SP)

Critério de avaliacdo de efeito Imobilidade

- Quantitativo: CEsq
Expresséo dos resultados o o o
Quialitativo: toxico ou néo toxico

Validac&o dos ensaios Mortalidade < 10% no controle
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4.5 Ensaios de ecotoxicidade crbnica

No ambiente aquatico, devido a fatores de diluicdo, os organismos estao
dispostos a niveis subletais dos poluentes. Esta exposi¢cdo dos organismos ao
agente quimico em niveis subletais, pode ndo levar a morte do organismo, mas
causar disturbios fisiolégicos e/ou comportamentais a longo prazo (ARAGAO e
ARAUJO, 2006). O critério de avaliacdo de efeito foi a reproducdo dos
organismos-teste.

A metodologia foi baseada nas normas da ABNT NBR 12713 (2009) e
13373 (2010).

4.5.1 Definigdo das concentragdes-testes

A partir dos resultados obtidos dos ensaios de ecotoxicidade aguda para C.
silvestrii, foram definidas as concentragbes para 0s ensaios de ecotoxicidade
crénica com o OE: 1; 2; 4; 6; 8 e 16 mg.L™* e DEET: 3,75; 7,5; 15; 30 e 60 mg.L™

4.5.2 Procedimento dos ensaios

Os ensaios de ecotoxicidade cronica foram realizados sob as condigdes
descritas na TAB. 5. Os exemplares do organismo-teste de C. silvestrii com idade
de 6 a 24 h foram transferidos em béqueres de 30 mL contendo 15 mL da
solucéo-teste. Para cada concentracdo, foram utilizadas 10 réplicas, sendo no
total 5 concentragdes incluindo os controles.

Os organismos foram mantidos por 7 dias de exposicdo as solugcbes-teste.
A troca das solucdes ocorreu no 3° e 5° dia dos ensaios, sendo verificados os
parametros fisico-quimicos iniciais e finais em cada troca.

O alimento a base de algas foi fornecido diariamente na concentracao de
10° células.mL™ para cada béquer. O alimento complementar foi adicionado
apenas nos dias de troca das solucdes-teste.

As neonatas produzidas por fémea foram contadas e retiradas dos
recipientes-testes todos os dias durante os ensaios.

Ao final dos ensaios, obteve-se a média de neonatas por fémea produzidas

em cada concentracdo, sendo comparada com 0s controles.



41

TABELA 5 — Condic¢des dos ensaios de ecotoxicidade cronica para C. silvestrii.

PARAMETROS CONDIGOES

Tipo de ensaio Semi-estatico

Duracao do ensaio 7 dias

Substancias-teste OE e DEET

Concentracbes de DEET 3,75; 7,5; 15; 30 e 60 mg.L'1
Concentrac@es de 6leo 1;2;4;6;8e 16 mg.L"
Temperatura 25+ 2°C

Fotoperiodo 12 h

Recipiente-teste Béqueres de 30 mL

Volume da concentracdo-teste 15 mL

N° de concentracfes-teste 5 e controles

N° de neonatas/recipiente 1

N° de réplicas/concentracao 10

Troca de solugdes Sim

Alimentacao durante o ensaio  Algas (10° céls.mL™)

Agua de diluicio Natural (Salto, SP)

Critério de avaliacao de efeito Reproducao
Quantitativo: CENO; CEO; Clys
Qualitativo: téxico ou ndo téxico
Mortalidade < 20% e minimo de 15

Expresséo dos resultados

Validag&o dos ensaios R
neonatas/fémea no controle

CENO = concentracao de efeito ndo observado
CEO = concentracéo de efeito observado
CI25 = concentracéo de inibicdo em 25%

Apés a determinacdo da ecotoxicidade dos principios ativos, o0s
organismos-teste foram expostos a radiacdo gama para estimar a dose letal de
50%. Posteriormente foi determinada a maior dose que ndo causou efeito na
reproducao e avaliar o efeito sinérgico da radiacdo gama com 0s principios ativos

na reproducao de C. silvestrii.

4.6 Exposi¢cdo dos organismos a radiacdo gama

Estudos sobre o efeito de organismos aquaticos expostos a radiacao

ionizante sao, geralmente, conduzidos em doses maiores do que o0 esperado em
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ambientes aquéticos associados as atividades nucleares (NCRP, 1991). Neste
trabalho, foram utilizadas doses agudas para que os efeitos nos organismos-teste
pudessem ser visualmente identificados.

Com a finalidade de conhecer os efeitos da radiacdo ionizante ambiental a
que 0s organismos estdo expostos, foram realizados ensaios de exposicdo dos
mesmos em diferentes doses de radiacdo gama para estudo dos efeitos na
reproducdo dos organismos-teste.

Os ensaios foram realizados com algumas adaptacdes a metodologia
descrita pelos autores Gilbin et al. (2008) e Sarapultiseva e Bychkovskaya (2010),
que realizaram estudos sobre o efeito da radiacao ionizante ao cladécero Daphnia
magna.

O presente estudo optou adaptar os ensaios de radiacdo gama com a
metodologia dos ensaios de ecotoxicidade para que fosse possivel a comparacao
dos resultados.

4.6.1 Determinacédo da DL 59

4.6.1.1 Ensaios preliminares

Partindo da dose letal para a classe Crustacea disponivel na literatura —
100 Gy (Grays) (CHOPPIN et al.,, 1995), foram definidas para os ensaios
preliminares da dose letal em 50% dos organismos-teste (DLsp) as seguintes
doses de radiacdo gama: 0; 25; 50; 100; 200 e 400 Gy.

Neonatas (de 6 a 24 h de idade) de D. similis e C. silvestrii foram colocadas
em tubos falcon de polietileno contendo 10 mL de agua de diluicdo (agua natural).
Para cada dose consideraram-se 4 réplicas, sendo 5 organismos de cada espécie
em cada replicata. Os recipientes-testes foram levados ao irradiador Gamma-Cell
200 (FIG. 16) com fonte de Cobalto-60, no Centro de Tecnologia das Radia¢cdes —
CTR, na taxa de dose de radiacdo de 1,71 kGy.h™ (quilo Grays por hora).
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FIGURA 16 - Irradiador Gamma-Cell 200 e os tubos falcon contendo os
organismos a serem irradiados.

ApGs a irradiacdo, os organismos foram mantidos no mesmo meio em que
foram irradiados por 48 h de observacao. Depois deste periodo, obteve-se a DLsgg
pelo numero médio total de mortalidade para cada dose.

O resultado da DLsy para C. silvestrii foi superior a 400 Gy, sendo

necessario o aumento das doses de radiagdo gama.

4.6.1.2 Ensaios definitivos

As doses de radiacdo gama utilizadas para determinacdo da DLso foram: O;
100; 200; 400; 800 e 1600 Gy para ambas as espécies, C. silvestrii e D. similis.

Neonatas (de 6 a 24 h de idade) de D. similis e C. silvestrii foram colocadas
em tubos falcon de polietileno contendo 10 mL de agua de diluicdo (agua natural).
Para cada dose consideraram-se 4 réplicas, sendo 5 organismos de cada espécie
em cada replicata.

Os frascos contendo os organismos foram levados ao irradiador Gamma-
Cell 200 nas doses de 0; 100; 200; 400; 800 e 1600 Gy. As taxas de dose foram
de 1,69 a 1,71 kGy.h™. O mesmo procedimento foi aplicado ao controle de 4gua
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(0 Gy), porém sem irradiar (TAB. 6). ApoOs a irradiacdo, os organismos foram

mantidos sob observacao por 48 h.

TABELA 6 — Condi¢des dos ensaios de radiacdo gama em D. similis e C. silvestrii.

PARAMETROS CONDICOES

Tipo de ensaio Estatico

Doses de radiacéo 0; 100; 200; 400; 800 e 1600 Gy
Taxa de dose 1,69 a 1,71 kGy.h™
Recipiente-teste Tubos falcon de 15 mL

Volume da agua de diluicédo 10 mL

N° de neonatas/recipiente 5

N° de réplicas/dose 4

Tempo de observacdo apos radiacdo 48 h

Alimentacédo durante o ensaio N&o

Agua de diluiciio Natural (Salto, SP)

Critério de avaliacao de efeito Imobilidade

Expressao dos resultados Quantitativo: DLgg

Validac&o dos ensaios Mortalidade < 10% no controle

4.6.2 Efeito da radiacdo gama na reproducao
4.6.2.1 Ensaios preliminares

Com base nos resultados obtidos nos ensaios para determinacao da DLso,
optou-se partir da dose de radiagcdo de 100 Gy por ndao apresentar mortalidade

aos organismos apos 48 h de observacéao.

4.6.2.2 Ensaios definitivos

O procedimento da irradiacdo dos organismos (TAB. 7) foi 0 mesmo usado
para os ensaios de determinagdo da DLsy, porém, em doses mais baixas: O
(Controle); 6,25; 12,5; 25; 50 e 100 Gy. A taxa de dose variou de 1,50 a 1,52
kGy.h™.

Apenas a espécie C. silvestrii foi usada nestes ensaios. Os organismos

foram levados ao irradiador em tubos falcon de polietileno com agua de diluicéo.
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ApoOs a irradiagdo, foram transferidos aos béqueres de 30 mL contendo 15 mL de
adgua de diluicdo nova e alimento. Apenas 1 organismo foi colocado em cada
béquer.

Para cada dose de radiacdo gama, foram usadas 10 réplicas. Os
organismos foram mantidos sob observacdo por 7 dias e os meios de cultivo
foram trocados no 3° e 5° dia, assim como nos ensaios de ecotoxicidade cronica.
O critério de avaliacéo foi a reproducéo apés a exposicéo a radiacdo gama.

O controle de agua (0 Gy) foi mantido sob as mesmas condicbes dos
ensaios, mas sem aplicacao da radiacdo gama nos organismos.

Ao término dos ensaios, alguns organismos foram selecionados para

verificacdo da sua morfologia em microscopio optico.

TABELA 7 — Condi¢des dos ensaios para avaliacdo do efeito da radiacdo gama
na reproducao de C. silvestrii.

PARAMETROS CONDICOES

Tipo de ensaio Semi-estatico

Doses de radiacéo 0; 6,25; 12,5; 25; 50 e 100 Gy
Taxas de dose 150a1,52 kGy.h'l
Recipiente-teste Béqueres de 30 mL

Volume de agua de diluigdo 15 mL

N° neonatas/ recipiente 1

N° de réplicas/ dose 10

Tempo de observacdo apos radiacdo 7 dias

Temperatura em que 0s

ensaios foram mantidos 252 2C

Fotoperiodo apds radiacéo 12 h

Troca de solucdes Sim

Alimentacdo durante o ensaio Algas (1 x 10° céIs.mL'l)

Agua de diluicio Natural (Salto, SP)

Critério de avaliagao de efeito Reproducéo

Expressao dos resultados Quantitativo: CENO; CEO; Clys

L ) Mortalidade < 20% e minimo de 15
Validagdo dos ensaios R
neonatas/fémea no controle

CENO = concentracao de efeito ndo observado
CEO = concentracéo de efeito observado
CI25 = concentracéo de inibicdo de 25%
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4.6.3 Organismos irradiados e submetidos aos princi pios ativos

Os efeitos dos principios ativos na reproducdo e sobrevivéncia dos
organismos irradiados com doses de radiacdo gama foram avaliados, sendo esta

a Ultima etapa dos experimentos.

4.6.3.1 Procedimento dos ensaios

Os organismos-teste foram irradiados a uma Unica dose de radiagdo gama:
25 Gy e taxas de dose entre 1,48 e 1,50 kGy.h™. O procedimento da irradiacéo
dos organismos (TAB. 8) foi semelhante aos ensaios anteriores (itens 4.6.1 e
4.6.2).

Apés a irradiacdo, os organismos foram transferidos aos béqueres de 30
mL contendo 15 mL da solucdo-teste do principio ativo, nas mesmas
concentracdes utilizadas nos ensaios de ecotoxicidade cronica (item 4.5).

Dois controles foram utilizados: organismos em agua isenta de principios
ativos sendo i) ndo irradiados (0 Gy) e ii) organismos irradiados na dose de 25 Gy.

As neonatas foram verificadas e contadas diariamente durante a realizacao

dos ensaios.
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TABELA 8 — Condi¢cdes dos ensaios com organismos C. silvestrii irradiados e
submetidos aos principios ativos.

PARAMETROS

CONDICOES

Tipo de ensaio
Dose de radiacéo
Taxas de dose

Recipiente-teste

Volume das concentragfes-teste

Tempo de observagdo apds radiacédo

Principios ativos
Temperatura em que 0s
ensaios foram mantidos
Fotoperiodo apés radiacéo
N° de concentracbes-testes
N° de neonatas/recipiente

N° de réplicas/dose

Troca de solucdes
Alimentac&o durante o ensaio
Agua de diluicio

Critério de avaliagdo de efeito

Expresséo dos resultados

Semi-estatico

25 Gy

1,48 a 1,50 kGy.h™
Béquer de 30 mL
15 mL

7 dias

OE e DEET
25 +2°C

12h

5 e controles

1

10

Sim

Algas (1 x 10° céls.mL™)
Natural (Salto, SP)
Reproducéo

Quantitativo: CENO; CEO; CI25

L ) Mortalidade < 20% e minimo de 15
Validagéo dos ensaios R
neonatas/fémea no controle

CENO = concentracao de efeito ndo observado
CEO = concentracéo de efeito observado
CI25 = concentracéo de inibicdo de 25%

4.7 Analise estatistica dos resultados

4.7.1 Ensaios in vitro de citotoxicidade

O percentual de viabilidade, obtido pela média de densidade O&ptica
(calculado pelo espectrofotdbmetro leitor de Elisa) para cada concentracdo do
principio ativo e controles, foi inserido no grafico onde se obteve o indice de
Citotoxicidade de 50% (ICso) pela interseccdo com as curvas das amostras. As
curvas que se mantiveram acima da linha de I1Cso foram consideradas néo
citotdéxicas, como no controle negativo. E as curvas que se mantiveram abaixo da

linha de ICsp, foram consideradas totalmente citotoxicas.
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4.7.2 Ecotoxicidade aguda dos principios ativos e D Lsp de radiagdo gama

A partir da média de organismos mortos obtida para cada concentragcéo e
controles nos ensaios com 0s principios ativos, foi calculada a estimativa pontual
da concentracdo das solucdes-teste que apresentou efeito na sobrevivéncia de
50% dos organismos testados (concentracdo efetiva — CEsp), utilizando o
programa estatistico Trimmed Spearman-Karber (HAMILTON et al., 1977).

A determinacéo da DLs foi feita pela plotagem grafica da sobrevivéncia de

organismos em funcdo das doses de radiacdo gama.

4.7.3 Ecotoxicidade crbénica dos principios ativos e efeito da radiacdo gama
na reproducao

O efeito dos principios ativos e da radiacdo gama na reproducao de C.
silvestrii e a exposi¢cdo destes organismos irradiados aos principios ativos, foi
avaliado pela analise de variancia (ANOVA) e comparacdo multipla pelos testes
de hipéteses do programa estatistico TOXSTAT 3.4 (WEST & GULLEY, 1994).

Os testes de hipbteses sdo sucessivos testes estatisticos aplicados para
definir as concentracfes-teste em que as respostas sao significativamente
diferentes daquela observada no controle. A maior concentracdo de efeito ndo
observado (CENO) e a menor concentragdo de efeito observado (CEO) sao
identificadas pelos efeitos estatisticamente diferentes em relacdo ao controle
(FIG. 17) (BURATINI e BERTOLETTI, 2006).
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FIGURA 17 — Visualizacdo de um ensaio de ecotoxicidade crbnica (a) e a
aplicacdo dos testes de hipoteses na determinacdo da CENO (NOEC = no
observed effect concentration)), CEO (LOEC = Ilowest observed effect
concentration) e VC (MATC = maximum allowable toxicant concentration) (b). No
exemplo, os organismos mortos estdo denotados de preto. * = representa a
diferenca significativa em relagédo ao controle (NEWMAN e ZHAO, 2008).

O fluxograma da FIG. 18 apresenta o procedimento adotado para obter os

resultados que apresentaram efeito na reproducdo dos organismos-teste.
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FIGURA 18 — Fluxograma com as etapas para analise estatistica e determinagéo
dos valores de CENO, CEO e CI25 (USEPA, 2002b).

Para obtencédo da CENO e da CEO, os dados foram analisados quanto a
normalidade pelo Teste de Chi-quadrado (x%). E em seguida, foram analisados
guanto a homocedasticidade pelo Teste de Bartlett.

Os testes de normalidade verificam se as respostas dos grupos ou
concentracfes-teste oscilam de modo simétrico em relacdo a média, comparando
sua distribuicdo com uma distribuicdo normal, estabelecida teoricamente. O Teste
de Chi-quadrado (x?), estabelece o agrupamento dos dados em classes,
comparando sua distribuicdo a distribuicdo normal (BURATINI e BERTOLETTI,
2006; USEPA, 2002b).
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Os testes de homocedasticidade verificam se as variancias dos grupos sao
homogéneas, ou seja, se apresentam o0 mesmo grau de dispersdao em torno do
valor central. O Teste de Bartlett é aplicado para grupos com nuamero de réplicas
igual ou diferente (BURATINI e BERTOLETTI, 2006).

Apbs verificar a normalidade e a homocedasticidade dos resultados, foi
realizada uma analise de variancia (ANOVA) pelo teste paramétrico Dunnett e
testes ndo paramétricos Steel Many One e Wilcoxon com ajuste de Bonferroni,
conforme a distribuicAo dos dados e do numero de réplicas. As diferencas
significativas foram determinadas com nivel de significancia de p < 0,05.

Além dos testes de hipoteses, os resultados da reprodugcdo dos
organismos-teste foram submetidos a analise da Concentracdo de Inibicdo de
25% pelo método de interpolacédo linear, ou seja, uma estimativa pontual da

concentracéo que reduziu a reproducao em 25%.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Ensaio in vitro de citotoxicidade

Os resultados dos ensaios in vitro de citotoxicidade foram expressos em

percentual de viabilidade celular para as diferentes concentra¢des dos principios
ativos.

5.1.1 Oleo essencial de capim-limao

A TAB. 9 apresenta os valores e os desvios padrdes da viabilidade celular
para as concentracdes da solucdo dos dois lotes de OE, considerando duas
replicatas para cada lote.

TABELA 9 — Viabilidade celular e desvios padroes em diferentes concentracdes
da solugéo dos lotes de OE.

Viabilidade celular (%) + ©

Concentracéo - -
(mg.L Y Controle Controle Oleo essencial

negativo positivo L180 (1) L180(2) L183(1) L 183(2)

500 100 + 14 1+0 8+3 8+3 8+0 8+1

250 100 + 07 52 +15 8+5 8+5 8+6 8+2

125 93+7 100 +9 7+13 8+5 9+8 8+3
62,5 93+9 100 + 10 35+16 37+7 38+7 40+ 17
31,25 86 + 13 100 + 14 72+5 74 +3 70+5 76 +13

o = desvio padrao

As curvas de viabilidade celular das solugdes de OE em funcédo das

concentragdes dos principios ativos estao apresentadas na FIG. 19.
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FIGURA 19 — Curvas de viabilidade celular no teste in vitro de citotoxicidade do
OE.

De acordo com a FIG. 19, os resultados do ICsg das amostras foram: Lote
180 = 47 mg.L™* e 49 mg.L™! com média de 48 mg.L™"; Lote 183 = 48 mg.L™ e 52
mg.L* com média de 50 mg.L™. Para o controle positivo, o ICs, foi igual a 262

mg.L™? da solucdo de OE.

5.1.2 Dietiltoluamida

A TAB. 10 apresenta os valores de viabilidade celular para as
concentracbes das trés replicatas da solucédo teste de DEET e os respectivos

desvios padroes.
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TABELA 10 — Viabilidade celular e desvios padrdoes em diferentes concentracdes

da solucéao de DEET.

Viabilidade celular (%) =+ o©

Concentragéo DEET
(mg.L ™ Controle Controle

negativo positivo Triplicata 1l  Triplicata 2  Triplicata 3
1000 100 + 10 00 00 1+0 00
500 96 + 14 00 48 + 15 34+11 31+3
250 98+8 2+20 100 + 14 74 £12 74 £12
125 96 +8 1006 100 + 10 75+19 82+8
62,5 97 +£13 100 +13 100 +11 85+ 05 86+3

o = desvio padrédo

As curvas de viabilidade celular da solucdo de DEET em funcédo das

concentragdes dos principios ativos estao apresentadas na FIG. 20.
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FIGURA 20 — Curvas de viabilidade celular no teste in vitro de citotoxicidade do

DEET.

Os valores de ICsp encontrados para as triplicatas de DEET foram: 490
mg.L?, 400 mg.L™ e 380 mg.L com média de 420 mg.L™.
No estudo desenvolvido por Kim et al. (2011), os autores realizaram

ensaios in vitro de citotoxicidade com linhagem celular humana BE(2)-M17
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originaria da American Type Culture Collection e encontraram reducédo da
viabilidade celular provocada pelo DEET nas concentracdes de 500 a 4000 mg.L
! O ICs determinado foi de 495,7 mg.L' em 48 h de exposicdo. Também
verificaram alteracfes significativas nas enzimas controladoras do ciclo celular,
afetando todo o crescimento e a apoptose celular.

Neste trabalho, os autores compararam os resultados obtidos com aqueles
disponiveis na literatura para os organismos aquaticos (ver TAB. 16).

Portanto, os resultados encontrados neste trabalho foram semelhantes aos
encontrados por Kim et al. (2011).

As médias de ICso dos principios ativos usados nos ensaios estao

apresentados na TAB 11.

TABELA 11 — Médias dos resultados de ICso € desvios padrdes dos testes in vitro
de citotoxicidade para os principios ativos utilizados.

Ensaio IC 50 (mg.L'l) to
OE lote 180 48 0,7
OE lote 183 50+2,8
DEET 420 + 58,6

ICs50 = indice de citotoxicidade
o = desvio padréo

De acordo com os resultados obtidos para os dois principios ativos, o OE
apresentou valores menores de ICsp em comparacdo aos valores de IC50 de

DEET. Portanto, o OE é mais citotoxico do que o DEET.

5.2 Ensaios de ecotoxicidade

5.2.1 Ensaios de sensibilidade dos organismos

Os resultados da CEsp dos ensaios de sensibilidade realizados com os
organismos foram inseridos no grafico para elaboragdo da carta-controle, que
esta apresentada no APENDICE A. A média acumulada e os limites superiores e
inferiores também foram estabelecidos.

Os lotes dos organismos utilizados nos ensaios definitivos foram
considerados qualificados apenas aqueles que apresentaram sensibilidade dentro
dos limites estabelecidos (limites superior e inferior).
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O intervalo de confianga dos ensaios de ecotoxicidade realizados neste
trabalho foi obtido pelo programa estatistico Trimmed Spearman-Karber
(HAMILTON et al., 1977). Quanto menor a extensao desta faixa maior a precisao
dos resultados.

Os resultados da CEsp encontrados nos ensaios de sensibilidade com C.
silvestrii variaram de 1,41 a 1,81 g.L™ de cloreto de sédio (NaCl).

Os resultados referentes aos ensaios de sensibilidade com D. similis
variaram de 1,73 a 3,35 g.L™* de (NaCl).

Na carta-controle, o comportamento da sensibilidade dos organismos pode
ser visto na forma de um serrote, adequado para que haja um equilibrio na

tolerancia aos agentes quimicos.

5.2.2 Ecotoxicidade aguda
5.2.2.1 Oleo essencial de capim-limao
5.2.2.1.1 Controle do solvente Dimetilsulfoxido— D  MSO

Com a finalidade de verificar possiveis efeitos do solvente DMSO na
mortalidade dos organismos-teste, realizou-se o controle do solvente com a maior
concentracdo testada (16 mg.L™) em todos os ensaios.

Nos ensaios realizados com D. similis e C. silvestrii, a mortalidade dos
organismos causada pelo solvente DMSO né&o ultrapassou 10%, conforme
mencionado no item 4.3.4 (ensaios de sensibilidade e validacdo dos resultados).

O resultado da média de CEsy dos ensaios realizados com OE para D.
similis foi 7,76 mg.L™ com o lote 180 e 6,69 mg.L™ com o lote 183, que estdo
apresentados na TAB. 12. Valores das médias, desvios padrdes e coeficiente de

variacdo também estdo apresentados nestas tabelas.
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TABELA 12 — Resultados da CEsg dos trés ensaios de ecotoxicidade aguda com os
dois lotes de OE para D. similis.

Lote 180 Lote 183
(mg.L ™) (mg.L ™) (mg.L ™) (mg.L™)

1 7,6 6,94 - 8,32 6,4 5,92 - 6,92

2 6,51 6,00 - 7,07 6,22 5,64 - 6,87

3 9,17 8,87 - 9,48 7,46 6,74 - 8,27
Média 7,76 6,69
Desvio padréao 1,34 0,67
Coeficiente de variacdo 17% 10%

Faixa de sensibilidade 6,00 - 9,48 5,64 - 8,27

A diferenca dos resultados de CEsg entre os dois lotes de OE foi calculada
utiizando o método estatistico Teste t de Student, onde ndo se observou
diferenca significativa entre os dois lotes (APENDICE M).

Os resultados das médias de CEsp encontrados para os dois lotes de OE
para C. silvestrii estiveram compreendidos entre 4,45 e 3,16 mg.L*, como

apresentados na TAB. 13.

TABELA 13 — Resultados da CEsp dos trés ensaios de ecotoxicidade aguda com
os dois lotes de OE para C. silvestrii.

Lote 180 Lote 183
Ensaio CEs, Interv_alo de CEs, Interv_alo de
confianca confianca
(mg.L™) (mg.L™) (mg.L™) (mg.L™)
1 4,1 3,80 - 4,43 2,21 1,91-2,55
2 4,73 4,13 - 5,40 3,85 3,65 - 4,05
3 4,52 4,00-5,11 3,42 2,89 - 4,06
Média 4,45 3,16
Desvio padréo 0,32 0,85
Coeficiente de variacéo 7% 27%
Faixa de sensibilidade 3,80 - 5,40 1,91 - 4,06

Nos ensaios realizados com C. silvestrii, os dois lotes de OE néo
apresentaram diferenca significativa para os resultados de CEsp, conforme o
Teste t de Student (APENDICE M).
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N&o ha trabalhos publicados na literatura sobre a ecotoxicidade do OE de
capim-limdo em organismos aquaticos. Dias (2013, Comunicacdo Pessoal’)
encontrou a concentracao toxica de 6,6 mg.L™* de OE de capim-limao para a larva
de Chironomus xanthus (Diptera, Chironomidae), que durante seu estagio larval
vive em sedimentos de regides dulcicolas.

No trabalho publicado por Caballero-Gallardo et al. (2012), os autores
estudaram a mortalidade do besouro castanho Tribolium castaneum em contato
com o OE e mais dois 6leos também usados como principios ativos de repelentes
de inseto, Cymbopogon martinii e Lippia origanoides. As leituras dos ensaios
foram feitas com 24, 48 e 72 h de exposicdo dos organismos aos Oleos
essenciais. Neste trabalho, o OE apresentou maior mortalidade para os
organismos nos periodos de 24 e 48 h na concentracdo de 1,2 pL.cm? em
comparagao aos outros, mostrando ser mais toxico do que o restante dos Oleos

essenciais testados.

5.2.2.2 Dietiltoluamida

Os resultados dos ensaios de ecotoxicidade aguda do DEET para D. similis
e C. silvestrii estdo apresentados nas TAB. 14 e 15, assim como as medias,

desvios padrdes e o coeficiente de variacao.

TABELA 14 — Resultados da CEsp dos trés ensaios de ecotoxicidade aguda com o
DEET para D. similis.

Ensaio CESO_l Intervalo de C(_)lnfianga
(mg.L ™) (mg.L ™)
1 60,74 50,61 - 72,89
2 66,58 54,90 - 80,74
3 67,30 52,80 - 85,79
Média 64,87
Desvio padréo 3,60
Coeficiente de variacéo 6%

Faixa de sensibilidade 50,61 - 85,79

! Diana da Silva Dias, iniciacao cientifica no Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares —
IPEN (Comunicacdo Pessoal).



59

TABELA 15 — Resultados da CEsp dos trés ensaios de ecotoxicidade aguda com o
DEET para C. silvestrii.

Ensaio CE5°1 Intervalo de colnfianga
(mg.L ) (mg.L )
1 52,80 47,69 - 58,46
2 56,46 47,49 - 67,11
3 52,36 44,03 - 62,26
Média 53,87
Desvio padréo 2,25
Coeficiente de variacéo 4%

Faixa de sensibilidade 44,03 - 67,11

Os resultados mostraram que a concentracdo média de 64,87 mg.L™ de
DEET causou mortalidade de 50% para D. similis. Enquanto a concentracao
média de 53,87 mg.L™ causou mortalidade de 50% para C. silvestrii.

No trabalho de Martini® (2012), a autora encontrou a concentracao letal de
50% (CLso) igual a 114,7 mg.L™ de DEET para o mexilhdo marinho Perna perna
(Bivalvia; Mytilidae).

De acordo com a literatura, outras espécies de organismos aquaticos foram
submetidas a ensaios com DEET para determinacdo da CEsy ou CLsg. Alguns

destes resultados estdo apresentados na TAB. 16.

? Gisela de Assis Martini, mestranda no Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares — IPEN
(Comunicacéo Pessoal).
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TABELA 16 — Ecotoxicidade aguda do DEET para organismos aquaticos. Valores
disponiveis na literatura e obtidos no presente trabalho, expressos em CEsy ou
CLso. Adaptado de Costanzo et al. (2007).

Organismo Classificacéo CE 500uCLg Fonte

Chlorella protothecoides  Alga verde 388 mg.L"/24h Costanzo et al. (2007)
Ceriodaphnia silvestrii Crustaceo 53,9 mg.L™/48h Presente trabalho
Daphnia similis Crustaceo 64,9 mg.L™/48h Presente trabalho
Daphnia magna Crustaceo 75 mg.L™/48h S:I)igfa(r)r]:sp(ezs(;i(():(i)(;e
Gammarus fasciatus Crustaceo 100 mg.L"/24h Mayer e Ellersieck, (1986)
Perna perna Mexilhdo 112 mg.L™/72h Martini (2012)
Pimephales promelas Peixe 75,7 mg.L™/96h Brooke et al. (1984)
Gambusia affinis Peixe 235 mg.L™"/24h Michael and Grant (1974)
Oncorhynchus mykiss Peixe 71,3 mg.L™/96h Office of Pesticide

Programs (2000)

Os organismos aquaticos listados na TAB. 16 apresentam valores de CEsg
ou ClLsp que variam entre 53,9 e 388 mg.L™" de DEET, considerando tempo de
exposicdo de 24 a 96h. Os resultados deste trabalho foram mais sensiveis, visto
gue a espécie nativa brasileira C. silvestrii representa rigorosamente os efeitos do
DEET.

Diversos estudos foram desenvolvidos para determinacdo das
concentragfes ambientais de DEET em varios paises. Na TAB. 17 estéo listados
alguns paises e concentracbes maximas encontradas em aguas superficiais,
subterraneas, costeiras e efluentes e afluentes de estacdes de tratamento de
esgoto (ETES).
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TABELA 17 — Concentragbes maximas de DEET encontradas em alguns
compartimentos ambientais e esgotos de alguns paises. Adaptado de Costanzo et
al. (2007).

Concentragao

Compartimento méxima (ug.L ™) Pais Fonte

Aguas subterraneas 13,0 EUA Barnes et al. (2005)
Aguas costeiras 1,09 Mar do Norte Weigel et al. (2004)
Agua potéavel 0,07 EUA Stackelberg et al. (2004)
Esgoto (afluente) 3,0 Australia Knepper (2004)

Esgoto (efluente) 2,10 EUA Glassmeyer et al. (2005)

Kolpin et al. (2002);

Aguas superficiais 1,13 EUA Sandstrom, et al. (2005)

Pode ser observado que as concentracbes de DEET encontradas no
ambiente aquatico sdo entre 10“ e 102 mg.L™ (na ordem de ng.L™ a pg.L™). Os
valores de CEsg encontrados na literatura e estimados neste trabalho estdo acima
das concentracdes ambientais de DEET publicadas.

Para o caso do efeito citotoxico do DEET em duas linhagens celulares
NCTC-clone L929 (ver item 5.1.2) e BE(2)-M17 (KIM et al., 2011), as
concentracOes foram relativamente maiores do que aquelas que causaram efeito
toxico para os organismos testados no presente trabalho e para outras espécies
aguaticas mencionadas na TAB. 16.

A TAB. 18 apresenta a média das concentracdes de CEsp dos trés ensaios
de ecotoxicidade aguda com os principios ativos realizados neste trabalho.
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TABELA 18 — Médias da CEsp dos trés ensaios de ecotoxicidade aguda dos
principios ativos para D. similis e C. silvestrii.

o Média CEso (mg.L ™) +dp cv
Principio ativo — - - T . -
D. similis C. silvestrii D. similis C. silvestrii
OE lote 180 7,76 1,34 4,45 + 0,32 17% 7%
OE lote 183 6,69 + 0,67 3,16 +0,85 10% 27%
Dietiltoluamida (DEET) 64,87 + 3,6 53,87 +2,25 6% 4%

o = desvio padréo; CV = coeficiente de variacdo

Os resultados variaram de 4 a 27% de acordo com o coeficiente de

variacdo (CV). A agéncia ambiental Environment Canada considera o método
bom quando valores forem < 30% (ENVIRONMENT CANADA, 1990).
As médias de CEsg dos trés ensaios estao representadas na FIG. 21.
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FIGURA 21 — Média dos trés ensaios de ecotoxicidade aguda para cada principio

ativo.
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5.2.3 Ecotoxicidade crbnica

5.2.3.1 Oleo essencial de capim-lim&o

Os resultados foram expressos em namero médio de neonatas produzidas
por fémea de C. silvestrii.

Na TAB. 19 e na FIG. 22, estdo apresentadas as médias e 0s desvios
padrées de cada concentracdo e dos controles dos trés ensaios realizados com o
lote 180 de OE.

O controle do solvente DMSO foi realizado sob as mesmas condi¢cbes dos

ensaios com OE.

TABELA 19 — Reproducédo de C. silvestrii em diferentes concentracfes do lote
180 de OE.

~ Média de neonatas/fémea + o©
Concentragao

(mg.L Y ) ) ) Média + o
Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3

Controle 16,5+3,7 18,8 +2,3 253+6 20,2+4
Controle DMSO 17,8+ 2,7 176 +£4,1 259+24 204 +£47
1,0 199+1,2 18,9 +3,8 28,8+2.2 225+55

2,0 16,5+4,6 16,8+8 27,0+£3,9 20,16

4,0 6,7+3,1 14,8 £5,6 22,0+£6,9 14577

8,0 061 7+53 111+4.22 6,2+5,3

16,0 0,3+0,7 0+0 0+0 0,1+0,2

o = desvio padréao
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FIGURA 22 — Reproducéo de C. silvestrii em funcdo das concentracdes do lote
180 de OE e os controles de 4gua e DMSO. *Diferenca significativa (CEO) (p <
0,05).

O ensaio 1 apresentou efeito estatisticamente significativo (CEO) na
concentracdo de 4 mg.L' de OE e os ensaios 2 e 3 apresentaram efeito
significativo na concentracéo de 8 mg.L™.

A TAB. 20 apresenta os resultados da CEO e CENO para a reproducéo de

C. silvestrii.

TABELA 20 — Resultados da CENO e CEO do lote 180 de OE para a reproducao
de C. silvestrii.

Concentragédo (mg.L 'l)

Ensaio Lote 180
CENO CEO
1 2 4
2 4 8
3 4 8

CENO = concentracéo de efeito ndo observado
CEO = concentracao de efeito ndo observado
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A CENO variou de 2 a 4 mg.L™* enquanto que a CEO, variou entre 4 e 8
mg.L* de OE.

A TAB. 21 apresenta os resultados da Cl,s obtidos para os trés ensaios.

TABELA 21 — Resultados da Cls para os ensaios com o lote 180 de OE.

Ensaio ClI25 (mg.L '1)
1 2,6
2 4,3
3 4,6
Média 3,8
Desvio padréao 1,1
Coeficiente de variacdo 28%

CI25 = concentragdo de inibicdo de 25%

A Clys variou de 2,6 a 4,6 mg.L™ de OE com média igual a 3,8 mg.L™.

A TAB. 22 e a FIG. 23 apresentam as médias e os desvios padrbes de
cada concentragéo e dos controles dos trés ensaios realizados com o lote 183 de
OE.

O controle do solvente DMSO foi realizado sob as mesmas condices dos

ensaios com OE.

TABELA 22 — Reproducéo de C. silvestrii em diferentes concentracdes do lote
183 de OE.

Média de neonatas/fémea * o

CO”(‘rf;tL“?‘%éo . . . Média * dp
Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3
Controle 155+ 3.3 182+2,1 17+£35 17+14
Controle DMSO 15+23 15,6 £3,2 17,7+5/4 16,1+ 3,6
1,0 16,1+49 16,3+2 17 +£5,8 16 +1,3
2,0 10+ 3,3 149+2 143+2/4 13+2,7
4,0 9,3+45 148+1 11,6+5 12+2,8
8,0 33x1,4 55+4,2 23+x24 4+1,6
16,0 0+0 0+0 0+0 0+0

dp = desvio padrdo
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FIGURA 23 — Reproducédo de C. silvestrii em funcdo das concentracdes do lote

183 de OE e os controles de agua e DMSO. *Diferenca significativa (CEO) (p <
0,05).

Os ensaios 1 e 2 apresentaram efeito estatisticamente significativo (CEQO)
na concentracdo de 2 mg.L™ e o ensaio 3, na concentracéo de 4 mg.L™ de OE.
A TAB. 23 apresenta os resultados da CENO e CEO para a reproducéo de

C. silvestrii.

TABELA 23 — Resultados da CENO e CEO do lote 183 do OE para a reproducéo
de C. silvetsrii.

Concentracdo (mg.L ™)

Ensaio Lote 183
CENO CEO
1 1 2
2 1 2
3 2 4

CENO = concentracao de efeito ndo observado
CEO = concentracéo de efeito ndo observado



67

A CENO variou de 1 a 2 mg.L™. A CEO variou entre 2 e 4 mg.L™ de OE.

A TAB. 24 apresenta os resultados da Cl,s obtidos para os trés ensaios.

TABELA 24 — Resultados da Clys para os ensaios com o lote 183 de OE.

Ensaio Cl s (mg.L™
1 1,7
2 4,5
3 31
Média 3,1
Desvio padréo 1.4
Coeficiente de variacdo 45%

Cl,5 = concentracdo de inibicdo de 25%

A Clys variou de 1,7 a 4,5 mg.L ™" do lote 183 de OE, com média igual de 3,1
mg.L™.

Os resultados da Clys para os dois lotes foram semelhantes, sendo 3,8
mg.L™ para o lote 180 e 3,1 mg.L™ para o lote 183, com média igual a 3,4 mg.L™.

As curvas de concentracdo-resposta, expressas em meédia dos trés ensaios

para cada lote de OE, estédo apresentadas na FIG. 24.
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FIGURA 24 — Curvas de concentracdo-resposta da reproducao de C. silvestrii em

funcdo das concentracbes de OE e os controles de agua e DMSO. Média dos trés
ensaios de cada lote de OE.

Visualizando a FIG. 24, a reproducdo dos organismos-teste foi menor para
o lote 183, isso poderia ser explicado por ser um lote mais novo.

Os lotes de OE nao apresentaram diferenca estatisticamente significativa
entre si, sendo verificada pelo Teste t de Student (APENDICE M).

5.2.3.2 Dietiltoluamida

Os resultados dos ensaios de ecotoxicidade crbnica com DEET estdo
apresentados na TAB. 25 e na FIG. 25.
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TABELA 25 — Reproducéo de C. silvestrii em diferentes concentracdes de DEET.

Média de neonatas/fémea * o

Concentracao Média * dp
(mg.L ™) Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3
Controle 24 + 3,2 16,6 £4,1 16,8+ 4 19,1+4.2
3,75 23,7+3,8 19,7+5.;3 19,6 £4,2 21+2.3
7,5 23,3+4.2 156+84 16,1 +£3,9 18,34
15,0 18,1+9,9 18,0+ 3,4 15+3,6 17+18
30,0 0+0 145+42 0,3+0,7 6,2 +10,3
60,0 0+0 33+25 0+0 14+24

o = desvio padrédo
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FIGURA 25 — Reproducéo de C. silvestrii em funcéo das concentracbes de DEET

e o controle de &gua. *Diferenca significativa (CEO) (p < 0,05).
Observando a FIG. 25, a concentracdo de 30 mg.L™ apresentou efeito
estatisticamente significativo nos ensaios 1 e 3, enquanto no ensaio 2 o efeito foi

observado na concentracdo de 60 mg.L™,
A TAB. 26 apresenta os resultados da CENO e CEO para a reproducéo de

C. solvestrii.
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TABELA 26 — Resultados da CEO e CENO do DEET para a reproducéo de C.
silvestrii.

Ensaio Concentragédo (mg.L '1)
CENO CEO
1 15 30
2 30 60
3 15 30

CENO = concentracao de efeito ndo observado
CEO = concentracéo de efeito ndo observado

A CENO variou de 15 a 30 mg.L* de DEET. E a CEO variou de 30 a 60
mg.L* de DEET.

A TAB. 27 apresenta os resultados da Cl,s para os ensaios realizados.

TABELA 27 — Resultados da Cl,s dos ensaios com DEET.

Ensaio Cl s (mg.L'l)
1 15,0
2 17,8
3 16,4
Média 16,4
Desvio padréo 1.4
Coeficiente de variacdo 8,5%

Cl,5 = concentracdo de inibicdo de 25%

A Cl,s apresentou variacdo de 15 a 17,8 mg.L™ com média igual a 16,4
mg.L* de DEET. Estes resultados foram mais precisos em relacdo aos obtidos
pelos testes de hipdtese (CENO e CEO).

Martini (2012) encontrou efeito citotoxico a partir da desestabilizacdo da
membrana lisossémica em hemdcitos de mexilhdes P. perna em concentracdes
acima de 0,001 mg.L™* de DEET.

As curvas de concentracao-resposta, expressas em média dos trés ensaios

de DEET, estdo apresentadas na FIG. 26.
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FIGURA 26 — Curvas de concentracdo-resposta da reproducao de C. silvestrii em
funcdo das concentracdes de DEET e controle de agua. Média dos trés ensaios.

Os resultados da meédia de neonatas por fémea, obtidos dos ensaios
cronicos com DEET e OE, estdo representados na FIG. 27, onde € possivel

visualizar a diferenca da ecotoxicidade na reproducao de C. silvestrii.
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FIGURA 27 — Reproducdo de C. silvestrii em funcdo das concentracdes dos
principios ativos testados.
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5.3 Exposicéo dos organismos a radiacao ionizante

5.3.1 Determinacao da dose letal - DL 59
Os resultados dos trés ensaios para determinacdo da DLsy estdo

representados na TAB. 28 e na FIG. 28.

TABELA 28 — Sobrevivéncia de D. similis e C. silvestrii as doses de radiacéo
gama. Média dos trés ensaios.

Sobrevivéncia (%) = o

Dose (Gy)
C. silvestrii D. similis
Controle 100+6 1003
100 100+ 3 1000
200 100+ 3 61+ 20
400 72+9 88
800 2+3 0x0
1600 0+0 0x0

o = desvio padréo
Taxas de dose: de 1,69 a 1,71 kGy.h'1

O percentual de sobrevivéncia foi colocado em funcdo das doses de
radiagdo gama, de modo a obter as curvas de dose-resposta para os dois

organismos aquaticos, representado na FIG. 28.
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FIGURA 28 — Curvas de dose-resposta da DLsg para D. similis e C. silvestrii com
48 h de observacado apos a exposicao dos organismos aos raios gama.

A DLsp encontrada para D. similis foi igual a 242 Gy e para C. silvestrii foi
525 Gy. A espécie C. silvestrii se mostrou mais resistente a radiacdo gama do que
a espécie D. similis. Para o caso de substancias quimicas, a carta-controle
estabelecida pelo laboratério (APENDICE A) mostrou que C. silvestrii € mais
sensivel do que D. similis.

Bacq e Alexander (1961) e Blaylock (1974) acreditam que a radiacao
ionizante produz efeitos mais rapidos em temperaturas mais elevadas (> 28°C)
devido ao aumento da taxa metabdlica dos organismos expostos. Isso comprova
0s resultados obtidos pelos autores Ravera (1967) e Engel (1971), que
observaram efeitos rapidos e severos da radiacdo gama em ostras Crassostrea
gigas e gastropodo Physa acuta (Gastropoda, Basommatophora) cultivados em
temperaturas elevadas.

O efeito da interagdo entre a radiagao ionizante e a temperatura nos
organismos aquaticos, ainda ndo é um fato comprovado (DALLAS et al., 2012).

Os resultados obtidos no presente trabalho sdo divergentes aos
observados na literatura. A fonte de radiagdo ionizante utilizada, o tempo de
exposicao, a sensibilidade dos organismos, a dose e a taxa de dose podem

favorecer esta divergéncia entre os estudos observados.
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Lameira® (2012, Comunicacdo Pessoal) acredita que para a espécie D.
similis, que tolera temperaturas mais baixas, o reparo aos danos provocados pela
radiacdo gama no DNA tende a ser lento em comparacdo a espécie C. silvestrii,
que tolera temperaturas mais altas e apresenta maior taxa metabolica e como
consequéncia disso, o reparo dos danos no DNA tende a ser relativamente mais
rapido.

Nos ensaios com C. xanthus, Dias encontrou DLs de 32,3 Gy com taxa de
dose de 1,37 kGy.h? com 96 horas de observacdo apés a exposicdo dos
organismos ao Co-60 (Comunicacéo Pessoal, 2013).

Martini? (2012, Comunicacdo Pessoal) encontrou a DLs, de 1068 Gy com
taxa de dose igual a 1,50 kGy.h™* para o mexilhdo marinho P. perna com 72 h de
observacédo apos a irradiacdo. Os organismos também foram irradiados com fonte
Co-60, a mesma utilizada neste trabalho.

Conforme Engel (1971), a radiacao ionizante juntamente com a salinidade
pode afetar a capacidade osmorregulatéria dos organismos expostos, 0 que
implica na tolerancia dos organismos a radiacao ionizante. Individuos da espécie
de caranguejo Callinectes sapidus e camarédo Palaemonetes pugio tornaram-se
tolerantes apods exposicao a uma dose elevada de radiagéo (6 Gy).

No estudo desenvolvido por Sarapultseva e Bychkovskaya (2010), que
avaliaram os efeitos da radiacdo gama proveniente de uma fonte de Co-60 em
Daphnia magna, foi encontrada a DLsg igual a 250 Gy e taxa de dose igual a 0,15
Gy.min. A partir desta dose, a gravidade dos efeitos aumentou conforme o
aumento das doses, sendo um comportamento caracteristico de um efeito

deterministico, evento semelhante ao ocorrido no presente trabalho.

5.3.2 Efeito da radiacao ionizante na reproducdo de  C. silvestrii

A média de neonatas produzidas por fémea, obtida em cada dose, esta
apresentada na TAB. 29 e na FIG. 29.

® Dra. Vanessa Lameira, Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares — IPEN (Comunicagéo
Pessoal).
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TABELA 29 — Reproducéo de C. silvestrii em diferentes doses de radiacdo gama.

Média de neonatas/fémea * O

Dose (&) Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Media + &
Controle 23,3+11;3 199+25 16,8 £ 3,3 19,7+ 3,3
6,25 23,1+10 18,2+4,2 16,8 £4,7 18,6 £ 3,7
12,5 27,1+24 18,7+ 3,4 225+15 22,8+4.2
25 21,1+7,9 16,8 + 3,8 16,9+ 3,1 18,3+2,5
50 43+45 35+3,7 261272 35%0,9
100 0,1%0 0+0 04+13 02+0,4

o = desvio padrédo

Os resultados foram colocados no grafico, sendo o nimero meédio de

neonatas por fémea em funcéo das doses de radiacdo gama.
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FIGURA 29 — Reproducao de C. silvestrii em funcéo das doses de radiacdo gama
e o controle de agua. *Diferenca significativa (CEO) (p < 0,05). Taxa de dose: de
1,50 a 1,52 kGy.h™.

De acordo com a FIG. 29, a radiacdo gama apresentou efeito significativo
(CEO) na dose de 50 Gy. A dose de 100 Gy apresentou a sobrevivéncia dos

organismos, resultado semelhante idem ao encontrado por Choppin et al. (1995).
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A TAB. 30 apresenta os resultados de CENO e CEO para a reproducéo de

C. silvestrii.

TABELA 30 — Resultados da CENO e CEO da radiacdo gama para a reproducéo
de C. silvestrii.

) Dose (Gy)
Ensaio
CENO CEO
1 25 50
2 25 50
3 25 50

CENO = concentracao de efeito ndo observado
CEO = concentracéo de efeito observado

A dose de 25 Gy foi a maior dose de radiacdo gama que nao provocou
efeito na reproducéo dos organismos (CENO), sendo utilizada posteriormente nos
ensaios com os organismos irradiados e expostos aos principios ativos.

As doses que inibiram 25% da reprodugéo variaram de 28,5 a 30 Gy com
média igual a 29,2 Gy, visto na TAB. 31.

TABELA 31 — Resultados da Clys para as doses de radiagédo gama.

Ensaio Cl 5 (GY)
1 29,0
2 28,5
3 30,0
Média 29,2
Desvio padréao 0,8
Coeficiente de variacdo 2,6%

Cl,5 = concentracdo de inibicdo de 25%

Gilbin et al. (2008) avaliaram a reproducdo de D.magna exposta a radiacao
gama de uma fonte de Césio-137 e detectaram a reducao de 21% na reproducao
a uma dose crénica acumulada de 17 Gy com taxa de dose de 31 mGy.h™
durante 15 dias de exposicao.

Neste trabalho, a dose que reduziu em 25% a reprodugé&o dos organismos

foi igual a dose unica de 29 Gy apoOs 7 dias de observacao, diferentemente do
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estudo de Gilbin et al. (2008) que mantiveram os organismos expostos por 15 dias
em uma dose cronica de 17 Gy e utilizaram uma fonte de radiagdo gama diferente
da utilizada no presente estudo.

A FIG. 30 apresenta a curva de dose-resposta da média dos trés ensaios

de reproducéo de C. silvestrii em funcdo das doses de radiacdo gama.
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FIGURA 30 — Curva de dose-resposta da reproducdo de C. silvestrii em fungao
das doses de radiacdo gama e controle de agua. Média dos trés ensaios.

A curva de dose-resposta resultou em uma curva com caracteristicas de
efeito estocastico, onde a gravidade dos efeitos independe das doses.

E possivel visualizar na dose de 12,5 Gy um aumento na reproducdo dos
organismos em relacdo as demais doses de radiagcdo gama. Este aumento pode
vir a ser uma hormesis que é basicamente uma resposta ao stress ambiental.

Segundo Chapman (2002), a hormesis é um efeito estimulatorio que pode
estender de 30 a 60% acima do nivel do controle do ensaio e 10 vezes abaixo dos
valores da CENO. Sobre condi¢cdes baixas de stress, os organismos ndo soé
fazem a reparacdo dos danos como também compensam e reduzem os efeitos

mais efetivamente.
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5.3.3 Efeito da radiacdo gama na morfologia de  C. silvestrii

A FIG. 31 e a TAB. 32 apresentam as modificacbes na morfologia das

fémeas apds exposicao a radiacao gama.

FIGURA 31 — Modificacdes na morfologia de C. silvestrii em diferentes doses de
radiacdo gama. A até D: aumento de 10x. E e F: aumento de 100x.



79

TABELA 32 — Doses de radiacdo gama e efeitos observados nos organismos da
FIG. 31.

Identificacéo Dose (Gy) Efeito
A Controle N&o observado
B 6,25 N&o observado
Aumento do tamanho corpdreo; aumento da camara de
C 12,5 . ~
incubacdo de ovos
D 25 N&o observado
E 50 Reducéo do tamanho corporal; saliéncia do abdémen
posterior
= 100 Reduc¢éo do tamanho corpéreo; anomalias no funcionamento

dos 6rgéos e coloracéo branca

Na dose de 100 Gy, os organismos apresentaram redugdo do tamanho
corporeo e coloragdo branca, podendo indicar mau funcionamento do sistema
fisiologico.

A concentracdo de oxigénio no ambiente aquatico pode ser um fator de
stress no caso de exposicao a radiacao ionizante (DALLAS et al., 2012). Mustafa
et al. (2011) associaram efeitos na fisiologia do peixe Cyprinus carpio aos danos
no DNA provocados por hipoxia.

A partir da dose de 50 Gy observou-se a nitida reducdo do tamanho
corporeo, saliéncia do abdémen posterior, diminuicdo da camara de incubacéo
dos ovos, retardo no desenvolvimento dos embribes e redu¢cdo do numero de
neonatas produzidas.

Na dose de 12,5 Gy, os organismos se mostraram mais turgidos ou
maiores em relagdo ao grupo controle, evidenciando o aumento na camara de
incubacéo dos ovos e consequentemente maior reproducéo, o que pode ser um
efeito caracteristico de hormesis.

No trabalho de Marshall (1962), o autor revela a importancia da competicao
intraespecifica do efeito da radiacédo ionizante em Daphnia pulex. Os organismos
tiveram sua massa corpérea aumentada apés serem irradiados. O autor atribuiu
este resultado ao aumento da disponibilidade de alimento nas populacdes
expostas a elevadas doses de radiacdo ionizante devido a grande taxa de

mortalidade.
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A falta de alimento € um stress biologico relativamente comum e pode
ocorrer em situacdes de contaminagcdo por material radioativo. Se a presa for
mais radiossensivel do que o predador, pode ocorrer um desequilibrio na
estrutura do nivel trofico e, consequentemente, a resisténcia a falta de alimento
pode ser um fator ecologicamente relevante a ser considerado nas avaliagdes de

impactos da radiacéo ionizante (DALLAS et al., 2012).
5.4 Organismos irradiados e submetidos aos principi os ativos de repelente
Os organismos-teste foram irradiados com dose de 25 Gy, sendo cerca de

5% da DLsp e a maior dose que ndo causou efeito na reproducao de C. silvestrii.

5.4.1 Oleo essencial de capim-lim&o

As médias de neonatas produzidas por fémeas irradiadas com radiacao

gama e posteriormente expostas ao OE estdo apresentadas na TAB. 33.

TABELA 33 — Reproducéo de C. silvestrii irradiada e ndo irradiada e submetida as
diferentes concentracdes de OE.

Concentracao Média de neonatas/fémea O
(mg.L™) . - - Média + O
Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3

Controle 20+1,6 18,5+3,0 156+1,6 18,0+ 2,0
Controle + radiagéo 19514 17520 151+1,7 17,4+17
Controle DMSO 19+6,9 175+2,0 15420 17,3+3,6
DMSO + Radiacéo 193+£1,0 17,4+6,0 15,0+£1,3 17,2+2,8
1,0 194+2,6 18,1 +6,0 155+£1.3 17,7+3,3

2,0 16 +11,3 13,5+8,3 12,1+2,2 139+7,3

4,0 115+£5,0 11,3+34 9,4+25 10,7 £ 3,6

8,0 0,3+1,0 3,4%+0,5 3,2+3.;3 23+16

16,0 0,1+0,4 0,2+2,0 0,5+0,8 0,3+1,0

o = desvio padréao
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Foram considerados 0s seguintes grupos controles: agua natural, agua
natural com organismos irradiados a 25 Gy, solucdo de DMSO e solucédo de

DMSO com organismos irradiados a 25 Gy, vistos na FIG. 32.
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FIGURA 32 — Reproducéo de C. silvestrii em funcdo das concentracoes de OE e
os controles de agua e DMSO. Controle + radiagcdo = organismos irradiados em
agua natural; DMSO + radiacdo = organismos irradiados em solu¢cdo de DMSO.

*Diferenca significativa (CEO) (p < 0,05).

O efeito estatisticamente significativo variou entre 2 e 8 mg.L™ de OE nos
trés ensaios, sendo as mesmas concentracdes que causaram efeito significativo
na reproducao dos organismos néo irradiados.

A TAB. 34 apresenta os resultados da CEO e CENO de OE para

reproducao de C. silvestrii.
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TABELA 34 — Resultados da CENO e CEO para a reproducéo de C. silvestrii
irradiada e nao irradiada e exposta ao OE.

Organismos Organismos néo
irradiados irradiados
Ensaio
CENO CEO CENO CEO
1 2 4 1 2
2 4 8 1 2
3 1 2 2 4

CENO = concentracao de efeito ndo observado
CEO = concentracéo de efeito observado

Para os organismos irradiados, a CENO variou entre 1 e 4 mg.L™ de OE,
enquanto os organismos nao irradiados apresentaram entre 1 e 2 mg.L™. A CEO
variou de 2 a 8 mg.L™ para os organismos irradiados e de 2 a 4 mg.L™ para os
nao irradiados.

A TAB. 35 apresenta os resultados da Clys encontrados, bem como as

meédias e o0s respectivos desvios padrdes.

TABELA 35 — Resultados da Clys na reproducéo dos organismos irradiados e nao
irradiados e expostos ao OE.

C|25 (mgL'l)
Ensaio
Irradiados N&o irradiados
1 2,6 1,7
2 2,1 4,5
3 215 311
Média 24 3.1
Desvio padréo 0,3 1,4
Coeficiente de variacdo 11% 45%

Cl,s = concentragéo de inibicdo de 25%

Os resultados da Cl,s para os organismos irradiados foram mais precisos,
variando apenas de 2,1 a 2,6 mg.L! com média igual a 2,4 mg.L™. E para os
organismos néo irradiados, de 1,7 a 4,5 mg.L™ com média de 3,1 mg.L™ de OE,

como visto anteriormente.
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De acordo com estes resultados, os organismos irradiados foram mais
sensiveis aos efeitos dos principios ativos.
A FIG. 33 acima apresenta as curvas de concentracdo-resposta dos

organismos irradiados e nao irradiados expostos as concentracdes de OE.
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FIGURA 33 — Curvas de concentragao-resposta da reproducdo de C. silvestrii
irradiada e néo irradiada e exposta as concentracdes de OE. Controle = agua
natural com organismos irradiados. Média dos trés ensaios.

As curvas visualizadas na FIG. 33 mostram maior sensibilidade dos
organismos irradiados quando expostos ao OE do que aqueles néo irradiados.

A diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05) foi calculada pelo
método Teste t de Student (APENDICE M), mostrando que ndo houve diferenca
na reproducdo dos organismos entre os controles de agua natural e DMSO com

organismos irradiados e ndo irradiados.

5.4.2 Dietiltoluamida

As médias de neonatas produzidas por fémeas irradiadas com radiacéo

gama e posteriormente expostas ao DEET estdo apresentadas na TAB. 36.
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TABELA 36 — Reprodugéo de C. silvestrii irradiada e submetida em diferentes
concentracOes de DEET.

Média de neonatas/fémea * o

Concentragio Média + o
9. Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3
Controle 20,4+2,4 15,1+2,4 16,7+7,2 17,4 +£2,7
Controle radiagdo 18,2+3,3 15+4,4 16,3+4,9 16,5+1,6
3,75 18+4,1 14,8 +4,3 14,3+ 4,6 15,7+ 2
7,5 14,2+5,2 13,3+2,7 148+1,4 14,1 +0,8
15,0 145+29 13,1+4,4 12,6 +5,7 134+1
30,0 0+0 0+0 0+0 0+0
60,0 0+0 0+0 0+0 0+0

o = desvio padréo

Os controles considerados foram: agua natural e agua natural com

organismos expostos a radiacdo gama, vistos na FIG.34.
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FIGURA 34 — Reproducéo de C. silvestrii em funcéo das concentracbes de DEET
e o controle de agua. Controle radiacdo = organismos irradiados em agua natural.
*Diferenca significativa (p < 0,05).
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As diferencas significativas variaram de 15 mg.L™ para o ensaio 1 e 30
mg.L ™ para os ensaios 2 e 3.

Nas concentracdes de 30 e 60 mg.L* de DEET, ndo houve reproducao,
sendo que nestas mesmas concentracbes com organismos nao irradiados (FIG.
29) houve reproducgéo dos organismos.

A TAB. 37 apresenta os resultados da CEO e CENO para a reproducéo de

C. silvestrii irradiada e néo irradiada e exposta ao DEET.

TABELA 37 — Resultados da CEO e CENO para a reproducéo de C. silvestrii
irradiada e néo irradiada e exposta ao DEET.

Organismos Organismos néo
irradiados irradiados
Ensaio
CENO CEO CENO CEO
1 7,5 15 15 30
2 15 30 30 60
3 15 30 15 30

CENO = concentracao de efeito ndo observado
CEO = concentracéo de efeito observado

Para os organismos irradiados, a CENO variou de 7,5 a 15 mg.L™" de
DEET, enquanto a CEO variou entre 15 e 30 mg.L™. Esta variacdo pode ter
ocorrido devido aos diferentes lotes de agua que, apesar de serem provenientes
do mesmo local, sdo coletados em periodos diferentes, contribuindo para
alteracdo da sua composicdo em épocas de chuva ou qualquer outro fator fisico
ou quimico que possa ocorre eventualmente.

A andlise da Cl,5 apresentou resultados mais precisos (TAB. 38), variando
de 15,4 a 17,1 mg.L™" de DEET com média de 16 mg.L™, semelhante aos valores
obtidos para os organismos ndo irradiados, onde variou de 15 a 17,8 mg.L™ com
média igual a 16,4 mg.L™.
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TABELA 38 — Resultados da Clys para os organismos irradiados e nao irradiados
expostos ao DEET.

Clps (mg.L™)
Ensaio
Irradiados N&o irradiados
1 15,7 15,0
2 17,1 17,8
3 15,4 16,4
Média 16,1 16,4
Desvio padréao 0,9 14
Coeficiente de variacdo 5,6% 8,5%

Cl,s = concentragdo de inibicdo de 25%

A FIG. 35 apresenta as curvas de concentracdo-resposta da reproducéo de

C. silvestrii irradiada e né&o irradiada e exposta ao DEET.
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FIGURA 35 — Curvas de reproducéo de C. silvestrii irradiada e nao irradiada e
exposta ao DEET. Controle = 4gua natural com organismos irradiados. Média dos
trés ensaios.

Entre os controles de agua natural com organismos irradiados e nao
irradiados, nao foi verificada diferengca estatisticamente significativa na
reproducdo, sendo avaliada pelo Teste t de Student (p < 5) (APENDICE M).

Para o mexilh&do marinho P. perna, a dose de radiagdo gama de 11 Gy em

combinagdo com diferentes concentragcdes de DEET afetou a estabilidade da
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membrana lisossémica, sugerindo um possivel efeito sinérgico da radiacdo com

substancias de potencial citotoxico (MARTINI, 2012, Comunicacao Pessoal).

5.5 Variabilidade dos resultados

A variabilidade dos resultados dos ensaios pode ser medida por dois
caminhos: i) pelas faixas dos valores de CENO e CEO para sobrevivéncia,
crescimento e reproducdo obtidos pelos testes de hipoteses e ii) pelos
coeficientes de variacdo (CVs) dos ensaios de estimativas pontuais como CEsp e
Clzs (HINTON, 2003).

A CENO é um parametro estatistico que fornece uma “concentracéo
segura” por calcular uma concentracdo sem efeito significativo, mas existe uma
tendéncia de 10 a 50% de chance de ocorrer um efeito adverso e nao ser
detectado pelos testes de hipéteses (MAGALHAES e FILHO, 2008).

Os valores de CENO e CEO sao cada vez menos recomendados para
andlises dos resultados ecotoxicologicos devido a falta de interpretacdo e
imprecisdo dos resultados que ndo permitem uma estimativa de uma
concentracéo “segura” (CRANE e NEWMAN, 2000; CHAPMAN, 1997).

Os testes de hipéteses ndo permitem interpolagcdes entre as concentracoes
utilizadas e os resultados correspondem a uma das concentragdes utilizadas no
ensaio. Para minimizar essa deficiéncia, deve ser utilizado intervalo mais estreito
entre as diluicbes (BURATINI e BERTOLETTI, 2006).

Além disso, ndo permitem o céalculo de um intervalo de confianca e nos
casos de ocorréncia de hormesis, podem comprometer os resultados causando
diferencas significativas e dificultando o calculo da CENO (BURATINI e
BERTOLETTI, 2006).

No presente trabalho, os resultados obtidos pelos testes de hipoteses
apresentaram variagdes relativamente altas nos ensaios de ecotoxicidade cronica.
Apesar de algumas agéncias ambientais, como a USEPA e a OECD néao
utilizarem este parametro devido variabilidade dos resultados, é utilizado pelas
normas da ABNT NBR 12713 (2009) e 13373 (2010) e nas avaliacbes de risco
ecoldgico. As variagdes podem ocorrer na ordem de 10 a 34% e em casos
extremos, aproxima-se de 100% (CRANE e NEWMAN, 2000; MAGALHAES e
FILHO, 2008).
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Conforme as variacbes nos resultados de CENO encontradas neste
trabalho, os resultados da CEO também variaram, ndo mostrando uma defini¢céo
sucinta da concentracdo toxica para 0s organismos, com excec¢ao nos ensaios de
radiacdo gama que apresentou uniformidade nos resultados.

Os resultados da Clys encontrados neste trabalho foram mais precisos em
todos os ensaios. Este método de analise, interpolacéo linear, ndo se restringe a
uma das concentracdes-teste, permitindo determinar o valor do efeito em
qualquer ponto da curva de dose-resposta (BURATINI e BERTOLETTI, 2006).

Além da precisao, este método pode ser aplicado a qualquer tipo de dados,
letais ou subletais. E possibilita obtencdo de intervalos de confianga, porém
requer conhecimentos especificos de programas computadorizados, 0 que torna
um procedimento trabalhoso (BURATINI e BERTOLETTI, 2006).

Neste trabalho, o método da interpolacéo linear se mostrou mais aplicivel
as andlises de ecotoxicidade frente as substéncias quimicas e materiais

radioativos e servir como base para subsidios de analises de riscos ambientais.

5.6 Classificacdo dos principios ativos conforme a diretiva 93/67/EEC da
Unido Européia

A Resolucdo CONAMA n° 357/2005 que dispde sobre a classificagcdo dos
corpos de agua e estabelece os padrbes de lancamento de efluentes, que foi
parcialmente alterada e complementada pela Resolugdo CONAMA n° 430/2011,
lista os padrdes permissiveis para substancias organicas e inorganicas bem como
para coliformes fecais, onde os compostos farmacéuticos e de uso pessoal ndo
estdo inseridos.

Diante deste contexto, autores e pesquisadores brasileiros tém utilizado a
diretiva 93/67/CEE da Unido Européia que classifica as substancias quimicas
conforme os resultados obtidos a partir de ensaios ecotoxicologicos realizados
com organismos padronizados expostos aos principios ativos de produtos
farmacéuticos e de cuidado pessoal.

A classificacdo das substancias é feita a partir dos resultados pontuais de

toxicidade (valores de CEsp ou CLsp), como visualizado na TAB. 35.
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Tabela 39 — Classificacdo conforme a diretiva 93/67/EEC da Unido Européia.

Concentragédo (mg.L 'l) Classificacdo
CE5p > 100 Nao téxico
CE5p entre 10 e 100 Nocivo
CEsp entre 1,0 e 10 Téxico
CEspentre 0,1 e 1,0 Muito téxico
CEer < 0.1 Extr?g(?crgente

Com base nos resultados obtidos dos ensaios de ecotoxicidade aguda com
0s principios ativos em D. similis e C. silvestrii,a toxicidade destes compostos

foram classificados de acordo com a diretiva européia, visto na TAB. 36.

Tabela 40 — Classificacao dos principios ativos baseada na diretiva 93/67/EEC.

D. similis C. silvestrii

OE Toéxico Téxico

DEET Nocivo Nocivo

Apesar de o OE ser toxico, este composto é de origem natural e possui
algumas propriedades fisico-quimicas que podem promover sua rapida
degradacédo no ambiente aquatico. Durante a realizacado dos ensaios, foi possivel
observar sua volatilidade e rapida degradacdo na presenca de luz. As solugdes-
teste de OE ndo podiam ser mais utilizadas apdés uma semana depois de serem
preparadas, cuja propriedade toxica se reduzira.

O DEET é um composto persistente e se propaga ho meio aquoso. Porém,
possui baixo potencial de bioconcentracdo, ndo sendo facilmente absorvido pelos

tecidos e 6rgaos de organismos aquaticos expostos a ele.
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5.7 Estabelecimento de valores de referéncia para a protecdo da vida

aguatica em ecossistemas dulcicolas

Com a finalidade de estabelecer critérios de qualidade da agua sob as
condi¢cBes naturais brasileiras, foi realizado um workshop no Brasil promovido por
pesquisadores, universidades, 6rgaos do governo e empresas, onde se elaborou
uma proposta de metodologia para derivacdo de critérios de qualidade da agua
para protecdo da vida aquatica no Brasil. So valores numéricos ou narrativos de
um determinado parametro de qualidade, estabelecido a partir de informagdes
cientificas que buscam garantir concentracdes seguras para proteger as
comunidades bioldgicas presentes nos ambientes aquaticos (UMBUZEIRO et al.,
2011).

Tais critérios ndo sédo padrées legais, mas sado valores orientadores que
poderdo ser utilizados pelos tomadores de decisdo no estabelecimento de
padrées e/ou regulamentacdes sobre a qualidade da agua para preservacédo da
vida aquética (UMBUZEIRO et al., 2011).

De acordo com o protocolo, o valor determinado pode ser derivado de
acordo com a gquantidade de dados de ecotoxicidade existentes e aplicar os
fatores de avaliacao (FA) especificos.

Para calcular a concentracdo dos principios ativos que ndo causara risco

ambiental, foi utilizada a seguinte férmula:

Valor crénicodeumpeixeouinvertebralo _

L7
10CFA lig L]

Deste modo, foi utilizado o menor resultado da CENO encontrado nos
ensaios de ecotoxicidade crbnica dos principios ativos para C. silvestrii. Logo, o
menor valor de CENO para o OE foi igual a 1 mg.L™ e o menor valor de CENO
para o DEET foi 15 mg.L™.

OE > 1000_; gL

10C

DEET > 15000_, 50 4 1
10
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Conforme os resultados obtidos pela férmula, as concentragbes dos
principios ativos que ndo apresentam risco ambiental foram: 10 ug.L™* de OE e
150 pg.L™* de DEET.

Foi verificado que as concentragcbes ambientais de DEET encontradas na
literatura ndo ultrapassam a concentracdo de 150 pg.L™. E quanto ao OE, ndo ha
informacdes disponiveis sobre as concentracfes ambientais detectadas nos
ambientes aquaticos.

No entanto, este trabalho contribuiu para as informacdes sobre a
ecotoxicidade destes principios ativos comumente utilizados nos repelentes de

insetos.
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. CONCLUSOES

O dleo essencial de capim-limao apresentou citotoxicidade na concentracdo
média de 50 mg.L™". Enquanto o dietiltoluamida apresentou citotoxicidade na
concentracdo média de 420 mg.L™.

O Oleo essencial causou efeito agudo na sobrevivéncia de D. similis e C.
silvestrii nas concentracdes médias de 7,2 e 3,8 mg.L™, respectivamente.

O dietiltoluamida causou efeito agudo na sobrevivéncia de D. similis e C.
silvestrii nas concentracdes médias de 64,8 e 53,8 mg.L™?, respectivamente.

A reproducdo de C. silvestrii foi reduzida significativamente em 25% na
concentracdo média de 3,4 mg.L' de 6leo essencial e 16,4 mg.L' de
dietiltoluamida.

O 6leo essencial foi mais toxico do que o dietiltoluamida tanto nos ensaios in
vitro de citotoxicidade quanto para os organismos-teste D. similis e C. silvestrii.
A DLsousn de radiacdo gama para D. similis foi de 242 Gy e para C. silvestrii
igual a 525 Gy.

A dose de 29,2 Gy reduziu 25% da reproducgéao de C. silvestrii.

N&o foi observada diferenca estatisticamente significativa na reproducéo de C.
silvestrii irradiada na dose de 25 Gy e nao irradiada e exposta aos principios
ativos.

O odleo essencial de capim-limédo foi classificado como substancia toxica.
Enquanto o dietiltoluamida foi classificado como substancia nociva.

O risco ecoldgico encontrado para os principios foi de 10 pg.L™* para o 6leo
essencial e 150 pg.L™* para o DEET.

Os resultados dos ensaios de ecotoxicidade crdnica, obtidos pela interpolacéo
linear (Cly5), mostraram-se mais precisos do que aqueles obtidos pela CENO e
CEO.
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APENDICE A — Cartas-controle de sensibilidade para Daphnia similis e

Ceriodaphnia silvestrii
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APENDICE B — Parametros de qualidade da agua de cultivo e de diluicdo



Daa  Lote PH (ng—l) (mg.DLu(r:eaZgos) Co?fgi\//zi:?:)d ©
dez/10 71 6,3 7,93 20 97,6
jan/11 72 . 6,95 15 47,5
fevi11 73 - 14,52 20 1141
marfil 74 . 6,78 18 61,1
abr/11 75 . 7,38 18 76,4
jun/11 76 . 8.1 20 92,6
juli1 77 - 8 20 76,5
ago/ll 78 . 5,27 26 82,9
set11 79 5 8,7 17 82,3
out/11 80 6,85 8,28 23 89,8
nov/11 81 6,69 8,19 20 1045
dez/11 82 6,86 8,04 20 1538
jan/12 83 75 - 20 1371
mar/l2 84 6,82 . 20 79,2
abr/12 85 75 . 20 139,2
mail12 86 7,43 . 20 147,8
jun/12 87 6,73 - 15 135
juli2 88 7,07 . 20 86,6
ago/12 89 7,25 - 20 89,1

- = medida ndo realizada; oximetro quebrado.
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APENDICE C - Ensaios de ecotoxicidade aguda com os principios ativos
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Teste de avaliagao da toxicidade aguda do 6leo 180  para D. similis

Ensaio 1
Inicio: 07/06/11  Término: 09/06/11 Resultado: CE50 = 7,60 mg/L (6,94 - 8,32)
) Numero de organismos iméveis/mortos oH Cond. oD
Con(crﬁg}lr_e)lgao 48 horas (uS/cm) (mg/L)
1 2 3 4 Total % ini fin ini fin ini fin
Controle 0 0 0 0 0 0 70 70 1389 1375 75 71
3,8 0 0 0 0 0 0 70 71 1395 1350 75 7,1
54 0 0 0 0 0 0o 71 72 1265 1182 75 7,3
7,6 3 4 4 2 3 65 75 74 1236 1205 75 7,0
10,7 4 4 5 4 17 85 7,7 75 1202 1175 75 7,0
15,0 5 5 5 5 20 100 7,7 75 1165 1124 75 7,0
DMSO 0 0 0 0 0 o 78 76 136 137 7.6 75
Ensaio 2
Inicio: 05/07/11  Término: 07/07/11 Resultado: CE50 = 6,51 mg/L (6,0 - 7,07)
) NUmero de organismos iméveis/mortos oH Cond. oD
Con(cne]:g;lr_:;lgao 48 horas (uS/cm) (mg/L)
1 2 3 4 Total % ini fin ini fin ini fin
Controle 0 0 0 0 0 0 72 7,2 242,00 2252 80 79
3,8 0 0 0 0 0 0o 73 73 2156 2123 85 7,9
54 1 0 0 2 3 5 75 73 2035 1805 80 7.8
7,6 5 4 4 3 16 80 7,5 75 1563 1435 8,0 80
10,7 5 5 5 5 20 100 7,7 7,4 1205 1128 8,3 8,0
15,0 5 5 5 5 20 100 76 7,6 1142 1104 82 79
DMSO 0 0 0 0 0 0 76 7,6 231 216 8,0 7.8
Ensaio 3
Inicio: 12/07/11  Término: 14/07/11 Resultado: CE50 = 9,17 mg/L (8,87 - 9,48)
) Numero de organismos iméveis/mortos oH Cond. oD
Con(cn?g;lr_e)lgao 48 horas (uS/cm) (mg/L)
1 2 3 4 Total % ini fin ini fin ini fin
Controle 0 0 0 0 0 0 70 7,3 1425 140,0 85 8,0
3,8 0 0 0 0 0 0 76 75 1652 1628 82 8,0
54 1 0 0 2 3 15 76 75 1835 176,0 8,2 8,0
7,6 5 4 4 3 16 80 7,5 7,5 1982 1823 83 80
10,7 5 5 5 5 20 100 7,6 7,5 194,3 1852 8,0 8,0
15,0 5 5 5 5 20 100 75 75 201,0 1992 80 82

DMSO 0 0 0 0 0 0o 75 77 154 152 8,0 8,0
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Teste de avaliagao da toxicidade aguda do 6leo 183  para D. similis

Ensaio 1
Inicio: 02/08/11  Término: 04/08/11 Resultado: CE50 = 6,40 mg/L (5,92 - 6,92)
Numero de organismos iméveis/mortos oH Cond. oD
Concentragdo 48 horas (uS/cm) (mg/L)
(mg/L)
1 2 3 4 Total % ini fin ini fin ini fin
Controle 0 0 0 0 0 0 73 75 1544 150 8,0 7,7
3,8 0 0 0 0 0 0 73 75 1523 1503 82 7,8
54 1 1 0 1 3 5 75 75 163 1610 82 7.8
7,6 3 4 5 5 17 85 75 75 165 1642 82 7,7
10,7 5 5 5 5 20 100 7,7 7,7 168 1658 8,0 7,6
15,0 5 5 5 5 20 00 7,7 76 171 1682 8,0 7,8
DMSO 0 0 0 0 0 0 75 7,6 154 153 8,0 8,0
Ensaio 2
Inicio: 09/08/11  Término: 11/08/11 Resultado: CE50 = 6,22 mg/L (5,64 - 6,87)
Numero de organismos iméveis/mortos oH Cond. oD
Concentragdo 48 horas (uS/cm) (mg/L)
(mg/L)
1 2 3 4 Total % ini fin ini fin ini fin
Controle 0 0 0 0 0 0 75 74 1143 1129 80 76
3,8 0 0 1 1 2 100 75 74 1158 1154 75 7,7
5,4 0 1 2 1 4 20 7,7 73 1122 1102 75 77
7,6 5 4 3 5 17 85 7,7 73 1015 986 75 7,7
10,7 5 5 5 5 20 100 78 74 948 956 75 75
15,0 5 5 5 5 20 100 78 7,7 921 845 75 77
DMSO 0 0 0 0 0 0o 76 75 115 114 75 75
Ensaio 3
Inicio: 16/08/11  Término: 18/08/11 Resultado: CE50 = 7,46 mg/L (6,74 - 8,27)
Numero de organismos iméveis/mortos oH Cond. oD
Concentragéo 48 horas (uS/cm) (mg/L)
(mg/L)
1 2 3 4 Total % ini fin ini fin ini fin
Controle 0 0 0 0 0 0 71 68 1352 1320 7,7 75
3,8 0 0 0 0 0 0 71 6,8 1355 1320 80 7,8
5,4 1 0 2 1 4 20 75 69 1261 1251 80 78
7,6 2 3 2 1 8 40 75 7,0 1145 1136 76 75
10,7 5 4 5 5 19 95 75 7,0 1104 1052 76 75
15,0 5 5 5 5 20 100 75 70 905 988 76 75

DMSO 0 0 0 0 0 0 74 74 1360 137 75 70
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Teste de avaliagdo da toxicidade aguda do 6leo 180  para C. silvestrii

Ensaio 1
Inicio: 07/06/11  Término: 09/06/11 Resultado: CE50 = 4,10 mg/L (3,80 - 4,43)
NUmero de organismos iméveis/mortos Cond. oD
Concentragdo 48 horas pH (uS/cm) (mg/L)
(mg/L)
1 2 3 4 Total % ini fin ini fin ini fin
Controle 0 0 0 0 0 0 70 68 1253 1252 7,5 73
1,8 1 0 0 0 1 5 70 6,7 1213 1224 75 7,2
3,0 0 0 0 0 0 0 72 70 1214 1204 7,7 75
5,2 4 4 5 5 18 90 7,2 7,0 1154 1144 75 7,3
8,8 5 5 5 5 20 100 75 74 1108 1084 75 73
15,0 5 5 5 5 20 1000 75 73 925 914 78 77
DMSO 0 0 0 0 0 0 74 73 1243 1221 75 74
Ensaio 2
Inicio: 14/06/11  Término: 16/06/11 Resultado: CE50 = 4,73 mg/L (4,13 - 5,40)
NUmero de organismos iméveis/mortos Cond. oD
Concentragdo 48 horas pH (uS/cm) (mg/L)
(mg/L)
1 2 3 4 Total % ini fin ini fin ini fin
Controle 0 0 0 0 0 0 70 70 1450 1436 7,0 7,2
1,8 1 0 0 0 1 5 70 7,0 1325 1355 7,0 7,3
3,0 0 1 0 0 1 5 71 70 1353 1308 7,0 7,2
52 3 4 4 2 13 65 70 68 1123 1118 7,3 7,3
8,8 5 5 4 5 19 95 7,0 7,0 1082 958 73 73
15,0 5 5 5 5 20 100 75 73 856 827 73 73
DMSO 0 0 0 0 0 0 75 73 1352 1292 7,0 7.2
Ensaio 3
Inicio: 21/06/11  Término: 23/06/11 Resultado: CE50 = 4,52 mg/L (4,0 - 5,11)
NUmero de organismos iméveis/mortos Cond. oD
Concentracédo 48 horas pH (uS/cm) (mg/L)
(mg/L)
1 2 3 4 Total % ini fin ini fin ini fin
Controle 0 0 0 0 0 o 73 75 1258 1223 80 7,6
1,8 0 0 0 0 0 0 73 70 1265 1204 80 72
3,0 0 1 0 0 1 5 73 7,0 1158 1138 8,0 7,3
52 4 4 5 1 14 70 75 7,2, 1156 1048 80 7,6
8,8 5 5 5 5 20 100 76 7,2 1159 852 85 75
15,0 5 5 5 5 20 100 75 71 1120 862 85 7,1

DMSO 0 0 0 0 0 0 74 73 1245 1142 82 7,5
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Teste de avaliagio da toxicidade aguda do 6leo 183  para C. silvestrii

Ensaio 1
Inicio: 27/07/11  Término: 29/0711 Resultado: CE50 = 2,21 mg/L (1,91 - 2,55)
) Numero de organismos iméveis/mortos oH Cond. oD
Con(crﬁg}lr_e)lgao 48 horas (uS/cm) (mg/L)
1 2 3 4  Total % ini fin ini fin ini fin
Controle 0 1 1 0 2 10 70 68 1432 1408 7,2 7,0
1,8 2 1 2 1 6 0 70 68 1426 1369 7.8 75
3,0 5 5 1 5 16 80 7,0 69 1362 1384 74 7.2
5,2 5 5 5 5 20 100 7,2 6,8 138,2 1372 7.8 7,7
8,8 5 5 5 5 20 100 72 7,0 1286 1258 7,6 7,5
15,0 5 5 5 5 20 100 73 7,0 1148 1124 70 7,0
DMSO 0 0 0 0 0 0 70 68 1428 1405 75 7,3
Ensaio 2
Inicio: 03/08/11  Término: 05/08/11 Resultado: CE50 = 3,85 mg/L (3,65 - 4,05)
) Numero de organismos iméveis/mortos oH Cond. oD
Con(cne]:g;lr_:;lgao 48 horas (uS/cm) (mg/L)
1 2 3 4 Total % ini fin ini fin ini fin
Controle 0 0 0 0 0 0 72 70 1382 1354 8,2 8,0
1,8 0 0 0 0 0 0 72 7,0 1352 130,8 85 8,2
3,0 0 0 1 0 1 5 73 71 1321 1245 80 7.8
52 5 5 5 5 20 100 7,2 7,2 124,7 1225 80 7,9
8,8 5 5 5 5 20 100 72 73 1158 1104 80 79
15,0 5 5 5 5 20 100 7,3 7,2 104,9 1051 8,2 8,1
DMSO 0 0 0 0 0 0o 75 71 1354 1358 80 7,8
Ensaio 3
Inicio: 02/08/11  Término: 04/08/11 Resultado: CE50 = 3,42 mg/L (3,22 - 4,62)
) Numero de organismos iméveis/mortos oH Cond. oD
Con(cne]:g;lr_:;lgao 48 horas (uS/cm) (mg/L)
1 2 3 4 Total % ini fin ini fin ini fin
Controle 0 1 0 1 2 10 73 72 1258 1249 75 7,2
1,8 1 0 1 0 2 100 72 7,2 1236 1235 78 7,3
3,0 3 1 2 1 7 3% 73 71 1258 1262 76 75
5,2 5 3 4 5 17 85 73 72 1159 1168 7,8 7,6
8,8 5 5 5 5 20 100 75 73 1138 1138 79 72
15,0 5 5 5 5 20 100 75 7,3 104,8 102,8 80 7,9

DMSO 0 1 0 0 1 5 72 70 1258 1238 75 75
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Teste de avaliagdo da toxicidade aguda do DEET para  D. similis

Ensaio 1
Inicio: 14/09/11 Término: 16/09/11 Resultado: CE50 = 60,74 mg/L (50,6 - 72,9)
) NUmero de organismos iméveis/mortos oH Cond. oD
Con(crﬁg}lr_e)lgao 48 horas (uS/cm) (mg/L)
1 2 3 4 Total % ini fin ini fin ini fin
Controle 0 0 0 0 0 0 70 69 1405 1379 82 8,0
9,37 0 0 0 0 0 0 72 6,9 132,7 1293 80 7,8
18,75 0 2 0 0 2 10 73 7,0 1252 1210 80 7,9
37,5 0 0 2 0 2 0 73 7,1 1074 1044 83 8,0
75,0 5 4 5 3 17 85 74 73 805 874 85 84
150,0 5 5 5 5 20 100 75 7,6 10,2 70 85 84
Ensaio 2
Inicio: 20/09/11 Término: 22/09/11 Resultado: CE50 = 66,58 mg/L (54,9 - 80,74)
. NUmero de organismos iméveis/mortos H Cond. oD
Con(cne]:g;lr_:;lgao 48 horas p (uS/cm) (mg/L)
2 3 4 Total % ini fin ini fin ini fin
Controle 0 0 0 0 0 0 70 7,9 152,0 1479 80 7.8
9,37 0 1 1 0 2 10 7,0 80 1532 1471 80 75
18,75 0 1 0 1 2 10 7,1 80 151,0 1421 85 8,0
37,5 1 0 1 0 2 10 75 80 1452 1334 82 8,0
75,0 4 4 2 2 12 60 7,5 80 1213 1164 85 8,2
150,0 5 5 5 5 20 100 73 81 980 951 85 83
Ensaio 3
Inicio: 04/10/11 Término: 06/10/11 Resultado: CE50 = 67,30 mg/L (52,8 - 85,9)
Ndmero de organismos iméveis/mortos Cond. oD
Concentragéo 48 horas pH (uSlcm) (mg/L)
(mg/L)
2 3 4 Total % ini fin ini fin ini fin
Controle 0 0 0 0 0 0 73 76 2440 2142 85 85
9,37 0 0 0 0 0 o 75 75 2370 221,3 85 84
18,75 0 0 0 0 0 0 75 76 2160 2030 80 80
37,5 1 2 0 1 4 20 76 7,7 180,55 1724 8,1 8.2
75,0 4 1 1 5 1 55 76 73 177,1 163,0 84 83

150,0 5 4 4 5 18 9 7,7 75 1159 0952 83 8.2
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Teste de avaliagdo da toxicidade aguda do DEET para  C. silvestrii

Ensaio 1
Inicio: 20/09/11  Término: 22/09/11 Resultado: CE50 = 52,8 mg/L (47,69 - 58,46)
Numero de organismos iméveis/mortos H Cond. oD
Concentragéo 48 horas p (uS/cm) (mg/L)
(mgiL)
2 3 4 Total % ini fin ini fin ini fin
Controle 0 0 1 0 1 5 75 76 1358 1315 76 75
9,37 0 0 0 0 0 0 75 7,7 1358 1324 76 7,5
18,75 0 0 0 0 0 0 75 7,7 1312 1245 7,7 75
37,5 1 0 0 0 1 5 78 7,9 1258 1234 80 7,8
75,0 5 5 4 5 19 95 7,6 7,6 1243 1208 80 78
150,0 5 5 5 5 20 100 75 7,7 1344 1350 8,0 7,7
Ensaio 2
Inicio: 27/09/11  Término: 29/09/11 Resultado: CE50 = 56,46 mg/L (47,5 - 67,1)
NUmero de organismos iméveis/mortos H Cond. oD
Concentracéo p S/em ma/L
(mg/) 48 horas (w ) (mgiL)
2 3 4 Total % ini fin ini fin ini fin
Controle 1 1 0 0 2 100 73 7,1 1539 1612 75 7,6
9,37 1 0 0 0 1 5 74 73 1485 1481 8,0 7,7
18,75 1 0 0 0 1 5 75 74 1440 14277 81 7,7
37,5 0 2 0 0 2 10 75 75 1335 1337 80 7,7
75,0 4 5 4 3 16 80 76 7,6 1153 116,2 85 7,6
150,0 5 5 5 5 20 100 76 7,7 91,9 945 85 76
Ensaio 3
Inicio: 04/10/11  Término: 06/10/11 Resultado: CE50 = 52,36 mg/L (44,03 - 62,26)
Ndmero de organismos iméveis/mortos H Cond. oD
Concentragéo 48 horas p (uS/cm) (mglL)
(mgiL)
2 3 4 Total % ini fin ini fin ini fin
Controle 0 0 0 0 0 0o 73 78 1553 1501 75 75
9,37 0 0 0 1 1 5 74 7.8 1478 147,77 70 7,3
18,75 0 0 1 0 1 5 75 78 1468 1429 75 74
37,5 0 1 1 1 3 15 75 79 139,2 1319 75 74
75,0 4 4 4 5 17 7% 7,6 7,9 1259 1166 73 74

150,0 5 5 5 5 20 100 7,6 80 982 950 75 74
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APENDICE D — Ensaios de ecotoxicidade crénica com os principios ativos



Oleo Lote 180 - Teste 1 - Inicio: 1 jul 2011 Término: 8 jul 2011
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Controle Controle DMSO
Data Data
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos
OLjul o o o e e e e e . . 0 OLjul o o o e e e e e . 0
02fjul o o e e e e e . . . 0 02fjul o o e e e e e e . 0
03fjul  « o e e e e e . . . 0 03fjul  « o e e e e e e . 0
O4fjul 2 o« o e e e e e e . 0 O4fiul  « « o 3 e+ + 3 2 3 4 0
05/jul 4 4 2 3 3 3 3 4 4 4 0 05/jul 2 4 3 4 6 4 3 2 2 2 0
06/jul 2 4 3 6 3 3 6 4 3 6 0 06/jul 4 6 6 4 6 8 3 3 2 3 0
07/jul . 3 6 . . 4 3 4 . . 0 07/jul 3 . 2 5 . 3 5 4 3 3 0
08fjul 11 10 3 12 5 3 6 2 7 10 0 08/jul 6 9 7 5 7 6 6 6 3 3 0
Total 19 21 14 21 11 13 18 14 14 20 0 Total 15 19 18 21 19 21 20 17 13 15 0
Média 16,5 Média 17,8
1mg.L* 2mg.L?
Data Data
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos
oLfjul . . . o e e . . 0 oLfjul  « o e o e e . e . 0
02fjul .+ e o o e e e . . 0 02fjul o e o e e e o . 0
03fjul .+ . o o e e e . . 0 03fjul + o e o e e o . 0
04/jul . . . . . . . . . . 0 04fjul  + 1 . . . . . . . . 0
05/jul 3 4 3 3 4 4 4 4 4 4 0 05/jul 3 4 6 4 4 4 4 4 6 4 0
06/jul 6 4 6 6 8 8 8 6 6 6 0 06/jul 3 6 7 4 2 7 4 6 3 6 0
07/jul 6 5 5 5 5 4 3 5 4 4 0 07/jul  « 4 . 5 . 4 . 4 5 5 0
08/jul 6 6 6 5 5 5 5 5 5 4 0 o8fjul « 4 7 5 5 4 7 4 5 5 0
Total 21 19 20 19 22 21 20 20 19 18 0 Total 6 19 20 18 11 19 15 18 19 20 0
Média 19,9 Média 16,5
4mg.L* 8 mg.L
Data Data
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos 1 3 4 5 6 7 8 10 Mortos
oL/jul e o e o e o e . . . 0 oL/jul . e e e e e e . 0
02/jul e o e o e o e . . . 0 02/jul . e e e e e e . 0
03/jul e o e o e e e . . . 0 03/jul . e e e e e e . 0
04/jul e e e e e e e e . . 0 04fjul . e e e e e e . 0
05/jul 2 3 2 5 2 3 3 2 3 5 0 05/jul 2 Tt e e e 2 2 3
o6fjul 2 3 2 e« e+« <« 3 2 6 = 0 oefjul  t S I T, t 3
07/jul e + o « 5 2 <« « 3 . 0 07/jul . e e e e e e . 0
o8fiul  + o 2 & o « 2 2 3 . 0 osfjul . I . 1
Total 4 6 6 5 7 5 8 6 15 5 0 Total 2 o 0 0 O o0 2 2 7
Média 6,7 Média 0,6
16 mg.L?
Data
3 456 7 8 9 10 Mortos
OLfjul o o o o o o o o o 0
02/jul o o o o o e o o . 0
03fjul o o o o o o o o o 0
O4fjul t 1 « t o t T t t 6
05/jul toe - e - - - -2 1
06/jul I T 1
07/jul S 1
08/jul T 1
Total 0 1 0 0 0 0 0 O O 2 10
Média 0,3
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Controle Controle DMSO
Data Data
2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos
27/ago e e e e e e e e e . 0 27/ago e e e e e e e e e . 0
28/ago e e e e e e e e e . 0 28/ago e e e e e e e e e . 0
29/ago e« 3 & e 2 2 e« e e e 0 29/ago e e e e e e e e e . 0
30/ago 3 5 4 4 « 4 « 4 3 3 0 30/ago 1 3 5 3 2 3 2 4 3 3 0
31/ago 4 1 4 4 5 4 5 5 4 5 0 31l/ago 4 4 5 3 3 4 3 4 2 3 0
01/set 7 4 7 5 5 e 4 3 4 . 0 0l/set 5 . « 2 e 4 e 4 . . 0
02/set . . 3 4 e« 3 4 3 4 3 0 02/set 3 7 5 2 5 4 5 4 7 7 0
03/set 7 5 2 4 8 3 5 5 5 0 03/set 3 7 9 e 5 7 6 . 0
Total 21 18 20 21 20 16 18 20 20 14 0 Total 16 21 22 19 10 20 17 22 12 17 0
Média 18,8 Média 17,6
1mglL* 2mg.L?
Data Data
2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos
27/lago . . . . . . . . . 0 27/ago . . . . « e e . . 0
28/ago . . . . . . . . . 0 28/ago - . . . . « e e . . 0
29/ago - . . 2 . . . . . 2 0 29/ago - . . . 4 2 Tt 1 . 1
30/ago 5 <« 5 e« 4 2 2 4 4 4 0 30lago 3 3 2 5 e« ¢ - 2 4 3 0
3l/ago 4 5 2 2 2 4 2 3 3 2 0 3/ago 3 2 2 3 2 2 - 2 4 3 0
Ol/set +« 3 3 2 2 5 5 5 2 2 0 Ollset 2 2 2 « 2 3 - 2 7 4 0
02/set « 3 3 7 6 8 + + 3 5 0 O2/set 3 ¢« o 4 7 4 - 2 '« 4 0
03/set 6 8 3 10 - . 7 7 10 11 0 03/set . 7 8 3 8 11 - 9 11 11 0
Total 15 19 16 23 14 19 16 19 22 26 0 Total 11 14 14 15 23 22 0 17 27 25 1
Média 18,9 Média 16,8
4mg.L? 8mg.L?
Data Data
2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos 2 3 5 6 7 8 9 10 Mortos
27/ag0 ¢+ e e e e e e e . 0 27/ago ¢ . » o e e o e e 0
28/ago ¢ ¢ e e s e e e e . 0 28/ago ¢ . » o e e o e e 0
20/ag0 ¢ 4 e e 2 e e e e . 0 29/ago ¢ t o e e o e e 1
30/ago 5 4 2 2 2 + 1 e e . 0 30/ago 2 - - 4 . 2 e 1 2 0
31/ago 2 2 2 2 2 2 . 3 2 4 0 31/ago e - 3 . T2 4 1 . 1
0l/set T 4 2 2 2 2 3 3 2 2 1 0l/set ¢« - e 3 - 3 . . . 0
02/set -3 . 3 3 1 3 3 4 5 0 02/set ¢« - e . - . . . 4 0
03/set -9 7 3 9 7 3 5 6 9 0 03/set 5 - 6 10 - 4 6 . . 0
Total 7 26 13 12 20 12 10 14 14 20 1 Total 7 0 9 17 0 11 10 2 6 2
Média 14,8 Média 7
16 mg.L*
Data
1 2 3 45 6 7 8 9 10 Mortos
27/ag0 o+ o e e o e s o 0
28/ag0 o+ o e e o e s o 0
29/ago t Tt t - f t T t T t 9
30/ago - - - ¢ - - - - - - 0
3l/ago - - - ¢ - - - - - - 0
Ol/set - - - ¢ - - - - - - 0
02/set - - - ¢ - - - - - - 0
03/set - - - ft - - - - - - 1
Totalk 0 0 0O O O OO OO O 10
Média 0




Oleo Lote 180 - Teste 3 - Inicio: 7 out 2011 Término: 14 out 2011
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Controle Controle DMSO
Data Data
2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos
07/out e e e e e e e e e e 0 07/out e e e e e e e e e e 0
08/out e e e e e e e e e e 0 08/out e e e e e e e e e e 0
09/out e e e e e e e e e . 0 09/out e e e e e e e e e e 0
10/out 6 ¢ ¢« o« 1 4 4 4 =+ 4 0 10/out 3 4 2 3 4 4 1 5 4 4 0
11/out . 6 « 2 . . . . 5 5 0 11/out . . . . . . . . 5 . 0
12/out 6 7 « 4 5 6 7 7 6 1 0 12/out 6 6 5 8 7 7 5 6 . 6 0
13/out 9 9 « 3 8 9 9 8 6 6 0 13/out 9 8 8 6 9 9 7 8 4 8 0
14/out 9 7 . 2 7 8 7 10 10 11 0 14/out 9 7 8 9 9 10 10 5 12 9 0
Total 30 29 0 11 21 27 27 29 27 27 0 Total 27 25 23 26 29 30 23 24 25 27 0
Média 25,3 Média 25,9
1mgL* 2mg.L*
Data Data
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos
07/out e e e e e e e e e e 0 07/out e e e e e e e e e e 0
08/out . . . . . . . . . . 0 08/out . . . . . . . . . . 0]
09/out . . . . . . . . . . 0 09/out . . . . . . . . . . 0
10/out 3 5 2 . . 5 4 4 « 0 10/out 4 . . 3 4 3 5 . 4 2 0
11/out 7 . . 5 6 . 5 e ¢ 5 0 11/out . 4 7 . . . 4 . . 0
12/out 1 9 8 10 6 6 1 7 =+ 6 0 12/out 6 7 8 <« 7 7 6 4 5 0
13/out 9 8 8 6 9 10 7 9 -« 9 0 13/out 6 9 10 11 5 9 10 9 8 0
14/out 13 8 8 6 10 10 9 + 8 0 14/out 9 4 6 12 11 11 11 8 7 10 0
Total 33 30 26 29 27 31 27 29 0 28 0 Total 25 24 29 33 27 30 32 25 24 21 0
Média 28,9 Média 27
4mg.L* 8mg.Lt
Data Data
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos
07/out . . . . . . . . . . 0 07/out . . . . . . . . . . 0
08/out . . e e e . . . . . 0 08/out e e e e e e e e . . 0
09/out e e e e e s e e e e 0 09%ut ¢ s e e e e e e . . 0
10/out 4 . L 4 4 3 2 3 0 10/out 1 « =« 4 e 3 4 4 3 4 0
11/out . . 4 e . . . . . 0 11/out e 3 2 1 3 o e e . . 0
12/out 7 5 14 . 3 8 8 4 6 8 0 12/out e o 1 . e 1 1 . 6 4 0
13/out . 8 7 e e 4 7 3 1 1 0 13/out 6 7 o e 8 o o o . . 0
14/out 8§ 12 11 . 9 10 5 6 9 10 0 14/out 2 5 3 10 2 3 2 9 9 . 0
Total 19 25 36 0 12 26 24 16 18 22 0 Total 9 15 6 15 13 7 7 13 18 8 0
Média 22 Média 11,1
16 mg.L?
Data
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos
07/out e e e e e e o . 0
08/out e e e e e e o . 0
09/out e e e e e e o . 0
10/out CON A A R A R 8
11/out ¢ - - - - - - - . 0
12/out ¢ - - - - - - - . 0
13/out ¢ - - - - - - - . 0
14/out - - - - - - - . 1
Total o 0 0 0 0 0O 0O OO O 9
Média 0




Oleo Lote 183 - Teste 1 - Inicio: 3 fev 2012 Término: 10 fev 2012
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Controle Controle DMSO
Data Data
2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos
03/fev e e e e e e e e e e 0 03/fev e e e e e e e e e e 0
04/fev e e e e e e e e e 0 04/fev e e e e e e e e e 0
05/fev e e e e e e e e e 0 05/fev e e e e e e e e e 0
06/fev e e e e e e e e e 0 06/fev e e e e e e e e e 0
07/fev 4 3 . 5 5 4 5 4 4 3 0 07/fev 4 4 4 3 3 4 4 .« 4 . 0
08/fev 33 « 1 ¢« « 1 « 3 = 0 08/fev e e 3 e e 2 e 2 e . 0
09/fev e ¢+ 2 6 3 3 2 4 3 3 0 09/fev 5 4 4 3 4 2 2 3 - 0
10/fev 6 5 8 8 9 10 8 8 2 8 0 10/fev 9 8 7 6 4 7 8 7 0
Total 13 20 10 20 17 17 16 16 12 14 0 Total 18 20 15 14 15 14 13 12 14 O 0
Média 15,5 Média 15
1mg.L? 2mg.L?
Data Data
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos 1 2 3 456 7 8 9 10 Mortos
03/fev e e e e e e e e e 0 03/fev . . e e e e e . . 0
04/fev e e e e e e e e e 0 04/fev . . e e e e e . . 0
05/fev e e e e e e e e e e 0 05/fev o o e e e e . . 0
06/fev e e e e e e e e 2 . 0 06/fev o o e e e e . . 0
07/fev 4 4 3 5 4 4 4 3 . 3 0 07/fev. 4 4 3 433 4 4 3 4 0
08/fev 3 4 2 2 . . 3 4 5 4 0 08/fev 4 1 o o o . 1 . 0
09/fev 6 6 4 3 4 5 4 .+ 6 1 0 09/fev. 3 3 353 4 4 4 3 0
10/fev 9 11 6 6 7 6 4 4 8 8 0 10/fev 1 38 7 ¢« + +« 1 5 2 2 0
Total 19 26 20 11 15 18 15 11 16 10 0 Total 8 16 14 7 8 6 9 13 10 9 0
Média 16,1 Média 10,0
4mg.L* 8mg.L?
Data Data
1 2 3 456 7 8 9 10 Mortos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos
03/fev o o . o o e . . . 0 03/fev o e e e e e e e . 0
04/fev o o . o o e . . . 0 04/fev o e e e e e e e . 0
05/fev o o . o o e . . . 0 05/fev o e e e e e e e . 0
06/fev .« e . e . . . 0 06/fev e e e e e e e e . 0
07/fev e o 1 1 4 3 4 4 4 0 07/fev L A I R . 0
08/fev o . . e o 4 4 3 . 0 08/fev L I S T B . 0
09/fev 56 7 5 4 - . . . 1 0 09/fev 1 « <« 1 3 1t 2 2 - . 1
10/fev 2 1 3 e o 7 9 7 4 0 10/fev 2 « 1 4 « - < 2 3 . 0
Total 7 7 11 5 5 4 14 17 14 9 0 Total 3 4 1 6 3 4 2 4 3 0 1
Média 9,3 Média 33
16 mg.L?
Data
1 2 3 5 6 7 8 9 10 Mortos
03/fev o e . o e e e . 0
04/fev . e . e e e e . 0
05/fev « e . e e e e . 0
06/fev ot ot tt t t . . 8
o7ffev - - - e - - e 0
osffev. - - - e - - e 0
09/fev. - - - - - - -t . 1
10/fev - - - - - - - - . 0
Total 0 0 O 0 0 0 0 O 0 9
Média 0




Oleo Lote 183 - Teste 2 - Inicio: 2 jul 2011 Término: 5 ago 2011
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Controle Controle DMSO
Data Data
2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos
29/ul e e e e e e e e e e 0 29/jul e e e e e e e e e e 0
30/jul e e e e e e e e e e 0 30/jul e e e e e e e e e e 0
31/jul e e e e e e e e e e 0 31/jul e e e e e e e e e e 0
01/ago e e e e e e e e e e 0 0l/ago  « o s o e e e e e . 0
02/ago 4 4 3 4 4 4 4 4 2 4 0 02/ago ¢« 3 3 3 « 4 2 3 3 4 0
03/ago 1 3 3 4 4 3 3 4 2 2 0 03/ago 4 2 2 2 1 3 2 3 2 2 0
04/ago e 5 e e e e o B§ e . 0 Od4/lago 4 « e« o 4 4 2 6 « 4 0
05/ago 9 6 13 11 10 13 13 6 15 9 0 05/ago « 12 11 12 11 10 8 4 10 6 0
Total 14 18 19 19 18 20 20 20 19 15 0 Total 8 17 16 17 16 21 14 16 15 16 0
Média 18,2 Média 15,6
1mgL* 2mg.L?
Data Data
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos
29/jul e e e e e e e e e e 0 29/jul e e e e e e e e e e 0
30/jul e e e e e e e e e e 0 30/jul e e e e e e e e e e 0
31/jul e e e e e e e e e e 0 31/jul e e e e e e e e e e 0
01/ago e e e e e e e e e e 0 01/ago e e e e e e e e e e 0
02fago 3 3 4 4 1 3 2 4 4 3 0 02fago 2 3 4 2 4 3 4 2 3 1 0
03fago 2 2 3 2 3 2 2 2 2 3 0 03fago 2 3 3 2 2 2 3 2 2 2 0
04/ago L I T R N 0 04/ago e e 1 4 e e e 2 . 2 0
05/ago 12 11 10 8 17 12 10 10 8 10 0 05/ago 8 10 5 8 8 8 11 8 11 12 0
Total 17 16 17 15 21 17 14 16 14 16 0 Total 12 16 13 16 14 13 18 14 16 17 0
Média 16,3 Média 14,9
4mg.L? 8mg.L?
Data Data
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos
29/jul . . . . . . . . . . 0 29/jul . e e e e e e 0
30/jul . . . . . . . . . . 0 30/jul . e e e e e e 0
31/jul . . . . . . . . . . 0 31/jul . e e e e e o 0
01/ago . . . . . . . . . . 0 01/ago . T . . o o o o 1 3
02ago 4 2 4 1 4 3 3 3 4 4 0 02/ago . e e e 1 2 2 - 0
O3fago 3 3 3 5 2 3 2 2 3 3 0 03/ago 2 2+ 2 2 3 2 - 0
O4/ago . . . . . e 5 1 . 0 04/ago 4 4 21 1t 3 - 1
05ago 7 10 9 8 10 9 11 4 5 8 0 05/ago 4 3 4 15 - « - 0
Total 14 15 16 14 16 15 16 14 13 15 0 Total 10 0 9 10 5 9 5 7 0 4
Média 14,8 Média 55
16 mg.L*!
Data
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos
29/ul e e e e o e o o . 0
30/ul e e e e e e o o . 0
31/jul e e e e e e e e . 0
Ol/ago t t+ + t t+ + ft t % T 10
02/ago L T T R - 0
03/ago L T T R -
04/ago L T -
05/ago L T - 0
Total 0O 0 0 0 0 0 0 0O 0 10
Média 0




Oleo Lote 183 - Teste 3 — Inicio: 12 ago 2011 Término: 19 ago 2011
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Controle Controle DMSO
Data Data
2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos
12/ago e e e e e e e e e e 0 12/ago e e e e e e e e e e 0
13/ago e e e e e e e e e e 0 13/ago e e e e e e e e e s 0
14/ago e e e e e e e e e e 0 14/ago e e e e e e e e e e 0
15/ago e e e e e e e e e e 0 15/ago e e e e e e e e e e 0
16/ago 4 . 1 4 5 5 2 2 4 2 0 16/ago 4 3 4 1 4 4 « 4 . . 0
17/ago 6 6 6 5 5 5 4 4 4 4 0 17/ago 6 4 4 6 5 4 4 3 4 0
18/ago e 7 8 o . e 4 + 9 8 0 18/ago 9 8 8 9 11 5 5 = e 4 0
19/ago 9 8 8 8 6 8 2 7 - . 0 19/ago . . e 6 10 ¢« 9 9 7 8 0
Total 19 21 23 17 16 18 12 13 17 14 0 Total 19 15 16 22 30 14 18 17 10 16 0
Média 17 Média 17,7
1mgL* 2mg.L?
Data Data
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos
12/ago + » . . . . . . . . 0 12/ago . . . . . . . . . . 0
13/ago + - . . . . . . . . 0 13/ago . . . . . . . . . . 0
l4/ago + - . . . . . . . . 0 14/ago . . . . . . . . . . 0
15/ag0 + ¢ e e e e e e e . 0 15/ag0 » e e+ s e e e s e . 0
l6/ago 2 2 1 2 4 2 1 =+« 4 2 0 l6/ago 3 =+ 1 2 1 3 1 1 1 -« 0
17/ago 1 4 7 6 5 « 3 7 « 7 0 17/ago 5 5 5 7 1 6 5 3 4 5 0
18ago « 6 10 9 =+« 4 9 9 7 8 0 18ago 8 8 ¢« ¢« 6 3 ¢ o 6 o 0
19/ago 2 10 - . 9 . 9 11 1 0 19/ago 1 . 9 9 6 5 6 9 . 8 0
Total 5 22 18 17 18 12 13 25 22 18 0 Total 17 13 15 18 14 17 12 13 11 13 0
Média 17 Média 14,3
4mg.L* 8mg.L?
Data Data
1 23 4 5 6 7 8 9 10 Mortos 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos
12/ago o e e . o e . . . 0 12/ago e e e e e e e . 0
13/ago o e e . o e . . . 0 13/ago e e e e e e e . 0
14/ago e e o e . « e e . . 0 14/ago e o o o o o o o . 0
15/ago e e o e . « e e 2 . 0 15/ago A A 1 2
16/ago 1 o o o . ¢« e e . . 0 16/ago e e e - 2 1 e . - 0
17/ago 4 ¢ o« 5 6 5 +« 3 5 4 0 17/ago e o 2 - ¢ &« « 3 - 0
18/ago e ¢ 5 . o o 7 . . 0 18/ago L T A § - 0
19/ago 7 7« 8 9 8 4 10 9 7 0 19/ago 2 ¢ 5 - o o 1 . - 0
Total 12 7 5 13 15 13 4 20 16 11 0 Total 2 07 0 2 1 2 4 0 2
Média 11,6 Média 2,5
16 mg.L*!
Data
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos
12/ago e o e e e o e o o . 0
13/ago e o o e o o o o o . 0
14/ago e e e e e e e e . 0
15/ag0 t + ft t t t t t f T 10
16/ago L T T R - 0
17/ago L T T R -
18/ago L T -
19/ago L T - 0
Total 0O 0 0 0O 0O 0O 0 0O 0 10
Média 0




DEET - Teste 1 — Inicio: 7 out 2011 Término: 14 out 2011
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Controle 3,75mg.L*
Data Data
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos
07/out . . . . « e e . . . 0 07/out . . . . . . . . . o 0
08/out . . . . e e . . . 0 08/out . . . . . . . . . . 0
09/out . . . . e e . . . 0 09/out . . . . . . . . . . 0
0/out 4 2 5 3 « « 2 « . 2 0 0/out 5 2 « o 2 4 . . . 0
/ot + 6 =« 1 5 « « 5 7 6 0 iljot +« =+ 6 5 . 6 5 4 4 0
2%ut 7 +« 5 5 5 « 6 6 5 0 2%ut 6 4 8 6 + 5 5 5 6 7 0
3t 6 5 8 6 6 « 8 5 9 5 0 Bout 9 6 3 7 6 6 9 6 10 8 0
l4fout 12 7 10 8 8 .« 7 7 5 7 0 ldfout 7 8 . 7 7 8 6 9 6 0
Total 29 20 28 23 24 0 23 23 26 20 0 Total 27 20 17 25 22 22 28 22 29 25 0
Média 24 Média 23,7
7,5mg.L? 15,0 mg.L*
Data Data
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos 1 2 3 45 6 7 8 9 10 Mortos
07/out . . . . . . . . . . 0 07/out . . . . . . . . . . 0
08/out o e . . . « o e . . 0 08/out . o o o e . . . . . 0
09/out . e . . . o o e . . 0 09/out . e e o o e . . . . 0
10/out + 4 « o o« 4 « 4 2 . 0 10/ot 2 5 4 « « 2 4 4 3 2 0
out +« « 4 4 5 « « o . 0 1lout + +« « 6 3 o . . 5 0
2/ut + 7 7 5 6 +« 5 6 0 12/t + 5 5 =« 3 6 =+ 5 . 0
3ot + 9 7 10 + 7 « 5 6 0 3out + 6 4 « « 7 7 8 8 4 0
l4fot + 7 9 4 5 8 .« 10 7 0 14/out « 7 7 .« + 12 9 10 5 0
Total 0 27 27 27 15 25 0 24 21 O 0 Total 2 23 20 6 6 27 26 30 21 20 0
Média 23,7 Média 18,1
30,0 mg.L* 60,0 mg.L™"
Data Data
1 2 3 4 5 6 7 8 10 Mortos 1 2 3 4 5 6 7 8 10  Mortos
07/out e e e e e e . 0 07/out e o e & e e o . 0
08/out e e e e e e . 0 08/out e o e & e e o . 0
09/out e e e e e e e . 0 09/out e e o o e e e . 0
10/out e e e e e e . 0 10/out e e e e e e e . 0
11/out e e e e e e . 0 11/out e e e e e e e . 0
12/out e e e e e e . 0 12/out e e e e e e e . 0
13/out o . o o e e . 0 13/out o o e e o e e . 0
14/out e e e e e e . 0 14/out e o e & e e o » . 0
Total 00000 0 0 O 0 0 Total 00 00O 0O 0 0 O 0 0
Média 0 Média 0




DEET - Teste 2 — Inicio: 4 nov 2011 Término: 11 nov 2011
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Controle 3,75mg.L*
Data Data
2 3 4 5 6 7 8 10 Mortos 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos
04/nov . . . . . . . 0 04/nov . . . . . . . . 0
05/nov . . . . . . . 0 05/nov ¢ . . . . . . . . 0
06/nov . . . . . . . 0 06/nov . . . . . . . . 0
07/nov . . . . 2 . . 0 07/nov -« 4 . . . . . . . 0
08/nov 5 4 4 3 . 6 5 4 0 08/nov 4 . 3 4 2 7 4 4 6 0
09/nov 4 4 3 4 3 4 5 6 0 09mov 8 3 5 5 7 1 6 7 4 4 0
10/nov . . 4 . 6 5 . 0 10/nov 5 6 5 . . 5 5 4 6 0
11/nov 4 7 6 4 8 11 8 4 0 1l/nov 6 6 6 7 11 9 8 7 7 6 0
Total 13 15 17 11 19 21 23 14 0 Total 23 9 21 20 22 12 26 23 19 22 0
Média 16,6 Média 19,7
7,5mg.L* 15,0 mg.L™
Data Data
2 3 4 5 6 7 8 10 Mortos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos
04/nov . e . . . . 0 04/nov e e e e e e e e e 0
05/nov « e e . . . . 0 05/nov . . . . . . . . . . 0
06/nov o e e . . o« . . 0 06/nov o e e e e e e e e 0
07/nov . . . . . . . . 0 07/nov . . . . 4 4 . . . . 0
08/nov 4 5 3 4 4 4 2 4 0 08/nov 5 3 3 4 . . 4 5 3 5 0
09/nov 6 3 9 6 6 6 3 4 0 09/nov 4 5 2 5 6 6 6 7 8 3 0
10/ov 2 4 .« 6 6 4 5 . 4 1 10/nov 3 3 5 5 3 3 5 2 1 7 0
11/nov 0 . 3 7 5 7 5 0 11/nov 7 3 7 5 2 9 7 7 . 4 0
Total 2 24 8 21 23 19 22 5 17 1 Total 19 14 17 19 15 22 22 21 12 19 0
Média 15,6 Média 18,0
30,0 mg.L* 60,0 mg.L*
Data Data
1 2 3 4 5 6 7 8 10 Mortos 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos
04/nov o o e e e e e . 0 04/nov e o e e e e e . 0
05/nov o o e e e e e . 0 05/nov e o e e e e e . 0
06/nov o o e e e e e . 0 06/nov e o e e e e e . 0
07/nov e e e e e e e . 0 07/nov e e e e e e e . 0
08/nov e e e e e e e . 0 08/nov e e e e e e e . 0
09/nov e e e e e e e . 0 09/nov e e e e e e e . 0
10/nov e e s e e e e . 0 10/nov e e s e e e e . 0
11/nov o o e e e e e . 0 11/nov e o e e e e e . 0
Total 0O 0 0 0 0o 0 O O 0 0 Total 0O 0 0 0 0o 0 O O 0 0
Média 0 Média 0




DEET - Teste 3 — Inicio: 18 nov 2011 Término: 25 nov 2011
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Controle 3,75mg.L*
Data Data
2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos
18/nov e e e e e e e e e e 0 18/nov e e e e e e e e e e 0
19/nov e e e e e e e e e 0 19/nov e e e e e e e e e 0
20/nov e e e e e e e e e 0 20/nov e e e e e e e e e 0
21/nov 1 4 « « « 2 2 1 1 - 0 21/nov T 0
22/nov 6 < 4 2 3 . . 3 . 3 0 22/nov 3 3 4 4 3 6 4 4 2 4 0
23/nov 4 +« 5 2 5 3 - 3 3 0 23/nov 3 4 4 2 5 « 4 « 1 0
24/nov 4 3 4 5 2 6 4 5 6 6 0 24/nov 5 6 8 5 5 7 7 10 4 8 0
25/nov 4 5 7 7 7 11 8 8 0 25/nov « 8 11 9 6 7 8 5 9 8 0
Total 19 12 20 16 17 22 15 20 18 9 0 Total 11 21 27 20 19 20 23 19 16 20 0
Média 16,8 Média 19,6
7,5mg.L? 15,0 mg.L™
Data Data
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos
18/nov e e e e e e e e . 0 18/nov e e e e e e e e e 0
19/nov e e e e e e e e . 0 19/nov e e e e e e e e e 0
20/nov e e e e e e e e e . 0 20/nov e e e e e e e e e e 0
21/nov e e e e e e e e 2 . 0 21/nov e 2 e e e e e e e e 0
22/nov 4 4 3 5 « 4 4 .+ 3 0 22/nov 2 4 4 3 2 2 2 4 4 4 0
23/nov 3 4 2 2 e e 3 « 5 4 0 23/nov 2 2« 2 2 5 2 - 2 3 . 0
24/nov 6 6 4 3 +« 5 4 « 6 1 0 24/nov 2 6 6 4 4 4 6 4 5 7 0
25/nov 9 11 6 6 « 6 4 -« 8 8 0 25/nov 9 7 6 8 4 . 3 7 . 7 0
Total 22 25 15 16 0 15 15 0 21 16 0 Total 15 19 18 17 15 8 11 17 12 18 0
Média 18,1 Média 15,0
30,0 mg.L* 60,0 mg.L™"
Data Data
1 2 3 4 5 6 7 10 Mortos 1 2 3 4 5 6 10 Mortos
18/nov o . .« . o« e e . 0 18/nov o . o« e e . 0
19/nov o . .« . o« e e . 0 19/nov o . o« e e . 0
20/nov L . 0 20/nov L ) . 0
21/nov L ) . 0 21/nov L I | T 2
22/nov -+ttt <« 2 - . 4 22/nov toe o e - f - 2
23/nov L . 0 23/nov - e e e - - 0
24/nov L . 0 24/nov - e e e - - 0
25/nov R . 0 25/nov - e e e - - 0
Total 0O 0 0 0 0 2 O 0 4 Total 0O 0 0 0 0o O O 0 4
Média 0,3 Média
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APENDICE E — Andlises fisico-quimicas dos ensaios de ecotoxicidade croénica

com os principios ativos
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Oleo Lote 180 - Teste 1 - Inicio: 1 jul 2011 Término: 8 jul 2011

pH Cond. oD pH Cond. oD
Data mg.L? (uS/cm) (mg/L) Data mg.L? (uS/cm) (mg/L)
ini fin ini fin ini fin ini fin ini fin ini fin
01/jul 75 73 1255 1243 77 85  Oljul 75 77 1245 1210 80 85
04fjul  Controle 7,0 69 1543 1520 80 87  O4fjul C[‘;,\’;ltg’c')e 75 77 1550 1256 80 85
06/jul 70 70 1320 1269 80 87  O6fjul 75 77 1350 1323 85 88
01/jul 76 76 1246 1223 80 85  Oljul 75 76 1252 1250 80 85
04/jul 1,0 76 77 1530 1426 75 80  04fjul 2,0 76 77 1540 1510 75 82
06/jul 75 76 1300 1293 80 85  06fjul 76 77 1320 1300 75 85
01/jul 76 77 1249 1240 75 78  Oljul 76 77 1247 1205 70 78
04/jul 4,0 75 76 1500 1455 7,7 80  O4fjul 8,0 76 77 1530 1502 80 7.9
06/jul 75 76 1325 1300 80 85  06fjul 76 77 1316 1300 80 85
01/jul 75 77 1250 1206 70 76
04/jul 16,0 76 77 1540 1503 80 86
06/jul 76 77 1310 1305 75 80
Oleo Lote 180 - Teste 2 - Inicio: 27 ago 2011 Término: 3 set 2011
pH Cond. oD pH Cond. oD
Data mg.L? (uS/cm) (mg/L) Data mg.L? (uS/cm) (mglL)
ini fin ini fin ini fin ini fin ini fin ini fin
27/ago 72 72 1831 1805 85 87  27/ago 75 78 1814 18055 90 94
30/ago  Controle 7,3 7,5 1831 1823 9,0 93  30/ago C[;)&té‘ge 70 73 1791 1790 85 88
02/set 75 7.6 2290 2242 76 78  02fset 73 73 1483 1452 74 76
27/ago 70 72 1795 1654 85 86  27/ago 75 75 1785 1775 87 89
30/ago 1,0 71 72 1798 1762 88 90  30/ago 2,0 74 75 1801 1789 87 90
02/set 70 71 1492 1458 75 78  02fset 74 76 1495 1485 77 78
27/ago 73 73 1797 1755 86 87  27/ago 77 78 1799 1785 88 90
30/ago 4,0 72 72 1797 1752 88 90  30/ago 8,0 75 77 1831 1854 85 88
02/set 74 75 1443 1428 74 75  02fset 77 77 1447 1420 75 17
27/ago 77 78 1791 1628 90 94

30/ago 16,0 7,5 7,7 1800 176,7 85 8,8

02/set 7,8 7,9 148,3 148,00 7.6 7,7
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Oleo Lote 180 - Teste 3 - Inicio: 7 out 2011 Término: 14 out 2011

pH Cond. oD pH Cond. oD

Data mg.L? (uS/cm) (mg/L) Data mg.L? (uS/cm) (mg/L)

ini fin ini fin ini fin ini fin ini fin ini fin
07/out 72 75 2290 2285 80 84  O7lout 75 77 1492 1490 80 85
10/out Controle 7,0 71 1235 1204 85 87  10/out C[‘;,\’;ltg’c')e 72 72 1104 1051 84 86
12/out 70 71 1804 1760 85 86  12/out 73 74 1625 1602 85 87
07/out 74 72 1495 1488 83 85  O7lout 75 75 1443 1441 80 85
10/out 1,0 75 75 1105 1084 85 86  10/out 2,0 76 76 1120 1099 87 89
12/out 75 76 1605 1589 85 87  12/out 75 77 1602 1587 85 87
07/out 76 77 1435 1425 85 87  O7/out 76 77 1447 1432 80 84
10/out 4,0 76 76 1014 985 87 90  10out 8,0 75 76 1015 986 84 86
12/out 75 76 1610 1587 85 87  12/out 77 78 1624 1589 80 86
07/out 76 77 1483 1481 85 87
10/out 16,0 77 79 1024 989 87 90
12/out 76 76 1550 1501 80 85

Oleo Lote 183 - Teste 1 - Inicio: 3 fev 2012 Término: 10 fev 2012
pH Cond. oD pH Cond. oD

Data mg.L? (uS/cm) (mg/L) Data mg.L? (uS/cm) (mg/L)

ini fin ini fin ini fin ini fin ini fin ini fin
03/fev 70 71 1105 985 80 81  03ffev 71 72 1120 995 80 83
o6ffev Controle 7,0 7,1 1254 1225 80 82  O6lfev C[;)&té‘ge 70 71 1253 1228 80 82
08/fev 71 71 1362 1354 80 82  08ffev 72 72 1362 1352 81 83
03/fev 70 70 1106 994 80 82  03ffev 70 70 1103 976 81 83
06/fev 1,0 71 71 1254 1246 80 82  O6lfev 2,0 70 71 1262 1253 80 82
08/fev 71 71 1352 1352 80 81  O8ffev 71 71 1354 1342 85 86
03/fev 71 71 1140 953 80 82  03ffev 71 72 1150 941 82 85
06/fev 4,0 71 72 1240 1241 81 85  O6lfev 8,0 72 72 1247 1248 80 82
08ffev 71 72 1355 1348 80 81  08ffev 72 72 1360 1341 85 86
03/fev 72 73 1146 942 82 82

06/fev 16,0 7,1 72 1253 1240 85 8,5

08/fev 7,2 7,3 1351 1330 8,0 8,4
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Oleo Lote 183 - Teste 2 - Inicio: 29 jul 2011 Término: 5 ago 2011

pH Cond. oD pH Cond. oD
Data m gIL-l (uS/cm) (mg/L) Data m gIL-l (uS/cm) (mg/L)
ini fin ini fin ini fin ini fin ini fin ini fin

29/jul 73 74 1328 1316 80 82  29ul 74 75 1330 1289 80 85
Oliago Controle 7,2 7,2 1152 1125 85 86  Ollago Cg&g‘ge 73 73 1162 1143 85 87
03/ago 72 73 1415 1392 87 88  03/ago 73 73 1456 1440 83 86

29/jul 73 73 1325 1320 80 84  29ul 71 72 1384 1290 80 85
01/ago 1,0 72 72 1153 1148 86 87 Ol/ago 2,0 72 72 1171 1122 85 87
03/ago 72 73 1419 1418 84 85 03/ago 73 73 1463 1462 83 84

29/jul 72 73 1327 1321 81 84  29ul 74 75 1342 1297 80 86
01/ago 4,0 73 74 1100 982 86 89 Ollago 8,0 75 75 1142 1121 84 85
03/ago 72 74 1405 1394 85 87  03/ago 74 73 1445 1413 86 89

29/jul 73 73 1329 1318 82 84

0liago 16,0 75 75 1148 1128 85 86

03/ago 75 75 1422 1403 84 85
Oleo Lote 183 - Teste 3 — Inicio: 12 ago 2011 Término: 19 ago 2011

pH Cond. oD pH Cond. oD
Data mg.L? (uS/cm) (mg/L) Data mg.L? (uS/cm) (mg/L)
ini fin ini fin ini fin ini fin ini fin ini fin

12/ago 70 71 1145 1120 80 85  12/ago 74 74 1148 1137 80 85
15/ago  Controle 72 7,2 1253 1246 80 84  15/ago C[;)&té‘ge 72 73 1250 1249 80 79
17/ago 75 75 1408 1398 75 80 17/ago 73 74 1426 1415 75 80
12/ago 70 72 1146 1135 80 84  12/ago 72 73 1147 1138 80 85
15/ago 1,0 72 72 1244 1235 75 80 15/ago 2,0 74 75 1256 1245 80 85
17/ago 75 75 1420 1402 75 80 17/ago 75 75 1443 1425 80 76
12/ago 70 72 1148 1135 80 84 12/ago 73 74 1154 1149 75 79
15/ago 4,0 72 73 1255 1245 75 80  15/ago 8,0 75 76 1258 1247 80 85
17/ago 75 75 1423 1426 75 78 17/ago 76 7.6 1440 1435 80 84
12/ago 73 75 1152 1150 80 84

15/ago 16,0 7,5 76 1256 1245 8,0 78

17/ago 7,6 7,6 1441 142,7 75 7,9
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DEET - Teste 1 — Inicio: 7 out 2011 Término: 14 out 2011

pH Cond. oD pH Cond. oD

Data mg.L? (uS/cm) (mg/L) Data mg.L? (uS/cm) (mg/L)

ini fin ini fin ini fin ini fin ini fin ini fin
07/out 7,0 6,7 1420 1396 8,0 7.9 07/out 7,0 6,7 1404 136,0 8,0 8,0
10/out  Controle 7,1 6,8 136,5 135,2 8,0 7,9 10/out 3,75 7,1 6,8 136,7 127,5 8,0 8,0
12/out 7,0 6,8 150,2 148,7 85 8,3 12/out 7,0 6,8 1498 1425 85 8,4
07/out 7,0 6,7 1415 138,7 8,0 7,9 07/out 7,0 6,8 137,8 131,5 8,0 8,0
10/out 75 7,1 89 1347 1315 8,0 8,0 10/out 15,0 7,0 70 1254 1226 75 7,0
12/out 7,0 7,0 143,5 136,8 8,5 8,4 12/out 7,1 7,0 138,7 133,0 7,5 7,0
07/out 7,1 6,9 133,6 122,3 8,0 8,0 07/out 7,1 6,9 128,7 120,0 8,0 6,8

10/out 30,0 7,2 70 12955 1156 75 7,4 10/out 60,0 7,1 70 1250 106,2 8,0 6,8

12/out 7,2 70 1398 1249 75 74 12/out 7,2 70 1354 116,7 7,6 7,6

DEET - Teste 2 — Inicio: 4 nov 2011 Término: 11 nov 2011

pH Cond. oD pH Cond. oD
Data mg.L? (uSicm) (mg/L) Data mg.L* (uS/em) (mg/L)
ini fin ini fin ini fin ini fin ini fin ini fin
04/nov 7,5 7,4 133,0 129,7 8,0 8,2 04/nov 75 7,4 130,5 129,6 8,0 8,4

07/nov  Controle 7,3 73 1426 1405 8,0 8,3 07/nov 3,75 73 7,2 140,8 140,2 8,0 8,2

09/nov 7,1 70 1253 1237 85 8,9 09/nov 7,2 72 1254 1235 85 8,7
04/nov 74 73 130,1 1294 8,0 8,2 04/nov 73 72 129,8 1293 8,0 8,4
07/nov 7,5 7,0 7,0 140,2 138,7 8,0 8,3 07/nov 15,0 7,2 7,2 140,1 1385 8,0 8,2
09/nov 7,1 70 1245 1203 84 8,7 09/nov 7,2 7,1 120,3 120,0 85 8,7
04/nov 7,3 71 1278 1250 8,0 8,5 04/nov 74 72 1243 1231 8,0 8,5
07/nov 30,0 7,0 6,8 139,7 1382 82 8,6 07/nov 60,0 71 70 1386 1380 81 8,7
09/nov 6,9 6,7 120,1 1158 85 8,8 09/nov 7,0 70 1192 112,66 85 8,8

DEET - Teste 3 — Inicio: 18 nov 2011 Término: 25 nov 2011

pH Cond. oD pH Cond. oD
Data mg.L? (uS/cm) (mg/L) Data mg.L? (uS/cm) (mg/L)

ini fin ini fin ini fin ini fin ini fin ini fin
18/nov 75 74 1350 1346 8,0 7,8 18/nov 75 74 1352 1345 8,0 7,8
21/nov  Controle 7,0 6,9 1225 1204 8,5 8,2 21/nov 3,75 7,0 6,9 122,8 120,2 8,5 8,4
23/nov 7,3 71 1456 1445 83 8,0 23/nov 7,3 71 1453 1446 83 8,2
18/nov 7,5 7,3 135,4 134,7 8,0 7,8 18/nov 7,4 7,3 135,2 134,6 7,9 7,6
21/nov 7,5 7,0 69 1210 1201 84 8,2 21/nov 15,0 6,9 68 1213 120,2 85 8,4
23/nov 7,3 7,0 140,0 1394 8,2 8,0 23/nov 7,3 6,9 139,2 138,7 8,2 8,0
18/nov 7,4 7,3 134,2 133,2 7,9 7,6 18/nov 7,3 7,2 134,1 133,1 7,9 7,5

21/nov 30,0 6,9 6,8 1205 1194 84 8,2 21/nov 60,0 6,9 6,8 1200 1192 84 8,0

23/nov 7,2 6,9 139,0 1384 8.2 8,0 23/nov 7,2 6,9 139,1 13855 8,2 7,9
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APENDICE F — Ensaios de exposi¢io dos organismos a radiacio ionizante



Ensaio 1

Inicio: 08/06/11

Dose Letal 50% - Radiagdo Gama para D. similis

Término: 10/06/11

Dose Numero de organismos iméveis/mortos pH (Eg;;jﬁ) (n%[/)L)
(Gy)
1 2 3 4 Total % ini fin ini fin ini fin
Controle 0 0 0 0 0 0 70 70 1214 1260 80 7,9
100 0 0 0 0 0 0 70 6,9 1214 121,7 80 7,8
200 3 3 2 4 12 60 7,0 69 1214 1212 80 78
400 5 4 4 5 18 9 70 70 1214 1215 80 7,9
800 5 5 5 5 20 100 7,0 70 121,4 1215 80 78
1600 5 5 5 5 20 100 70 70 1214 1215 80 7.8
Ensaio 2
Inicio: 15/06/11  Término: 17/06/11
Dose NUmero de organismos iméveis/mortos pH (Cso/nd. oD
puS/cm) (mg/L)
(Gy)
1 2 3 4 Total % ini fin ini fin ini fin
Controle 0 0 0 1 1 5 73 7,3 1253 1284 75 74
100 0 0 0 0 0 0 73 71 1253 1254 75 75
200 2 2 1 0 5 20 7,3 72 1253 1258 75 7,2
400 4 5 4 4 17 85 7,3 7,2 1253 1250 75 7,0
800 5 5 5 5 20 100 7,3 7,2 1253 1258 7,5 7,0
1600 5 5 5 5 20 100 73 71 1253 1255 75 72
Ensaio 3
Inicio: 22/06/11  Término: 24/06/11
Dose Numero de organismos iméveis/mortos pH (ESO/Trer]) (n%[/)L)
(Gy)
1 2 3 4 Total % ini fin ini fin ini fin
Controle 0 0 0 0 0 0o 74 74 1305 1332 80 75
100 0 0 0 0 0 0 74 73 1305 1304 80 7,5
200 2 1 3 2 8 40 74 73 1305 1314 80 75
400 5 5 5 5 20 100 74 7,4 1305 130,8 80 7,6
800 5 5 5 5 20 100 74 73 1305 1320 80 75
1600 5 5 5 5 20 100 74 7,3 1305 1352 80 75
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Ensaio 1

Inicio: 08/06/11

Dose Letal 50% - Radiagdo Gama para C. silvestrii

Término: 10/06/11

Dose Numero de organismos iméveis/mortos pH (Eso/r:rjﬁ) (mOg[/)L)
(Gy)
1 2 3 4 Total % ini fin ini fin ini fin
Controle 0 0 0 0 0 0 70 70 1214 1252 8,0 7,7
100 0 0 0 0 0 0 70 6,9 1214 1223 80 7,8
200 0 0 0 0 0 0 70 69 1214 1220 80 7,7
400 0 2 1 2 5 25 70 68 1214 1215 80 7,7
800 5 5 5 5 20 100 7,0 69 1214 1216 80 77
1600 5 5 5 5 20 100 7,0 69 1214 1221 80 7.8
Ensaio 2
Inicio: 15/06/11  Término: 17/06/11
Dose Numero de organismos iméveis/mortos pH (Cso/nd. ob
uSicm) (mgiL)
(Gy)
1 2 3 4 Total % ini fin ini fin ini fin
Controle 0 0 0 0 0 0 73 7,3 1253 126,1 75 74
100 0 0 0 0 0 0 73 71 1253 1256 7,5 7,0
200 0 0 0 0 0 0 73 7,0 1253 1257 75 7,0
400 1 1 2 1 5 25 73 7,0 1253 1256 75 7,0
800 5 5 5 5 20 100 7,3 7,0 1253 1256 7,5 7,0
1600 5 5 5 5 20 100 73 7,0 1253 1254 75 7,0
Ensaio 3
Inicio: 22/06/11  Término: 24/06/11
Dose Numero de organismos iméveis/mortos pH (Eso/r:rjﬁ) (n?g[/)L)
(Gy)
1 2 3 4 Total % ini fin ini fin ini fin
Controle 0 0 0 2 2 10 74 74 1305 1352 80 7,7
100 1 0 0 0 1 5 74 7,2 1305 130,2 80 7,7
200 0 0 1 0 1 5 74 71 1305 1308 80 7.6
400 1 1 2 4 8 40 74 7,1 130,5 1308 80 75
800 4 5 5 5 19 95 74 7,1 1305 1308 80 7,6
1600 5 5 5 5 20 100 74 7,1 1305 1305 80 7,6
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Ensaio 1 — Inicio: 21 jan 2012 Término: 28 jan 2012
Controle 6,25 Gy

Data Data

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos
21/jan . . . « o e . . . . 0 21/jan . . . « e e . . . . 0
22/jan . . . « e e . . . . 0 22/jan . . . « o e . . . . 0
23/jan . . . « o e . . . . 0 23/jan . . . « e e . . . . 0
24/jan . . . « e e . . . . 0 24/jan . . . « o e . . . . 0
25fan 4 4 6 2 3 5 5 4 3 2 0 25fan 4 4 4 3 * 4 3 . 2 2 0
26/jan 5 6 . 4 « 6 7 4 6 t 1 26/jan 3 6 7 7 * 7 6 4 3 . 0
27fan 14 14 7 13 ¢ 12 13 11 12 - 0 27ffan 16 15 7 . * . 13 14 7 0
28/jan 6 7 12 6 « 7 9 8 6 - 0 28/jan e 12 . 13 * 15 12 7 8 . 0
Total 29 31 25 25 3 30 34 27 27 2 1 Total 23 37 18 23 * 26 34 25 20 2 0
Média 23,3 Média 23,1

12,5 Gy 25 Gy

Data Data

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos 1 2 3 4 5 6 8 9 10 Mortos
21/jan . . . . . . . . . . 0 21/jan . . . . . . « e e 0
22/jan . . . . . . . . . . 0 22/jan . . . . . . e o e 0
23/jan . . . . . . . . . . 0 23/jan . . . . . . « e e 0
24/jan . . . . . . . . . . 0 24/jan . . . . . . e e e 0
25/jan 3 4 2 =« 4 4 2 4 3 3 0 25/jan 3 3 3 4 2 4 . 2 2 0
26ffan 3 3 2 4 2 2 4 5 6 5 0 26/jan 1 2 2 3 1 4 4 4 2 0
27/jan 12 13 10 11 11 13 11 13 12 9 0 27/jan 7 10 13 13 14 13 7t 11 0
28ffan 8 10 11 10 10 7 9 7 11 8 0 28ffjan 10 9 7 7 10 7 6 t 12 0
Total 26 30 25 25 27 26 26 29 32 25 0 Total 21 24 25 27 27 28 17 6 27 0
Média 27,1 Média 21,1

50 Gy 100 Gy

Data Data

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos 1 2 3 4 5 6 7 9 10 Mortos
21/jan . . . e o o o e . 0 21/jan e e e e e e e . . 0
22/jan . . . e o o e o . 0 22/jan o . « . « . . . . 0
23/jan . . . e o o o e . 0 23/jan e e e e e e e . . 0
24/jan . . . e o o e o . 0 24/jan o . « . « . . . . 0
25fan 1 1 1 2 o o 2 o 2 0 25ffan et e e e e . . 1
26fjan 1 2 2 1 « 2 & 1 0 26flan e - s e e e e . . 0
27/jan 1 4 3 3 ¢ o e e . 0 27/jan L . . 1
28/jan . 6 6 2 e e e e e . 0 28/jan . - . . . . . . . 0
Total 3 13 12 8 0 0 4 0 3 0 0 Total 0O 0 0 0o 0O 0 O 0 0 2
Média 4,3 Média 0,1




Ensaio 2 — Inicio: 10 fev 2012 Término: 17 fev 2012
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Controle 6,25 Gy

Data Data

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos
10/fev . . . . . . . . . . 0 10/fev . . . . . . . . . . 0
11/fev e e e e e e e e e e 0 11/fev e e e e e e e e e e 0
12/fev . . . . . . . . . . 0 12/fev . . . . . . . . . . 0
13/fev e e e e e e e e e e 0 13/fev e e e e e e e e e . 0
14/fev 5 7 5 6 5 5 7 5 6 4 0 14/fev 5 4 2 6 5 6 4 6 4 4 0
15/fev 5 5 7 < 7 7 4 4 6 6 0 15/fev 2 e« 5 4 4 5 4 6 6 3 0
16/fev . . . 6 . . . . . . 0 16/fev . . 9 . . . . . . . 0
17/fev 7 9 11 9 9 8 8 8 7 11 0 17/fev. 13 9 10 9 13 9 5 5 8 7 0
Total 17 21 23 21 21 20 19 17 19 21 0 Total 20 13 26 19 22 20 13 17 18 14 0
Média 19,9 Média 18,2

12,5 Gy 25 Gy

Data Data

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos
10/fev e e e e e e e e e e 0 10/fev e e e e e e e e e s 0
11/fev . . . . . . . . . . 0 11/fev . . . . . e o . . . 0
12/fev e e e e e e e e e e 0 12/fev e e e e e e e e e s 0
13/fev . . . . . . . . . . 0 13/fev . . . . . e o . . . 0
14/fev 5 6 6 5 7 4 3 3 6 6 0 14/fev 4 4 5 3 5 6 3 4 5 3 0
15/fev 7 4 6 4 5 . 8 4 4 5 0 15/fev . . 5 5 . 3 « 2 4 5 0
16/fev 4 o e e e 5 7 e e . 0 16/fev e 1 o o 4 6 6 ¢ o e 0
17/fev . 8 10 8 12 8 2 5 11 9 0 17/fev 10 14 10 10 5 T e« 15 12 9 0
Total 16 18 22 17 24 17 20 12 21 20 0 Total 14 19 20 18 14 15 9 21 21 17 0
Média 18,7 Média 16,8

50 Gy 100 Gy

Data Data

1 2 3 6 7 8 10 Mortos 1 2 3 4 5 6 10 Mortos
10/fev o e e o . . 0 10/fev e e e e e e . 0
11/fev . . . . . . . 0 11/fev . . . . . . . 0
12/fev o e e o e . . 0 12/fev L . 0
13/ffev o o e . . . . 0 13ffev o e e e e e . 0
l4/ffev. 1 o 2 5 2 1 3 0 14/fev T oo o e e . 2
15/fev  + o e < . . . 0 15ffev -t o+t t Ot . 4
16/fev 1 o o . 2 . 0 16/fev R . 0
17/fev ¢« e e o . 10 1 0 17/fev - - . - - - T 1
Total 2 0 2 5 2 13 4 0 Total 0 0 0 0 O O 0 7
Média 3,5 Média 0




Ensaio 3 — Inicio

: 2 mar 2012 Término: 9 mar 2012
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Controle 6,25 Gy
Data Data
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos
02/mar . . . . . . . « e e 0 02/mar . . e o . . . . . . 0
03/mar e e e e e e e e e 0 03/mar e e e e e e e e e s 0
04/mar . . . . . . . « e e 0 04/mar . . e o . . . . . . 0
05/mar e e e e e e e e e 0 05/mar e e e e e e e e e 0
06/mar 5 4 3 4 4 6 4 4 t 5 0 06/mar 4 5 5 6 6 6 5 5 6 5 0
07/mar 5 5 6 2 <+ 6 5 6 - -« 0 O7/mar 2 5 5 +« 3 « 6 5 5 5 0
08/mar . . . . 3 . . . - 4 0 08/mar . . . . . . . . . . 0
09/mar 10 10 10 9 6 12 8 10 - 12 0 09mar 8 12 5 « 8 9 7 12 9 9 0
Total 20 19 19 15 13 24 17 20 0 21 0 Total 14 22 15 6 17 15 18 22 20 19 0
Média 16,8 Média 16,8
12,5 Gy 25 Gy
Data Data
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos
02/mar e e e e e e e e e . 0 02/mar e e e e e e e e e s 0
03/mar . . . . . . . . . . 0 03/mar . . . . . . . . . . 0
04/mar e e e e e e e e e . 0 04/mar e e e e e e e e e s 0
05/mar . . . . . . . . . . 0 05/mar . . . . . . . . . . 0
06/mar « 6 6 5 7 5 6 5 6 5 0 O6/mar 5 4 5 4 6 4 6 5 4 5 0
07/mar 3 5 4 5 7 . 5 6 6 4 0 07/mar 1 5 . . . 4 5 1 . . 0
08/mar 6 ¢ ¢ o ¢ 5 o e . 0 08/mar . e ¢ 5 5 e« o . 2 2 0
09/mar 14 14 10 12 8 12 11 13 12 12 0 09/mar 6 13 13 8 7 11 9 9 7 8 0
Total 23 25 20 22 22 22 22 24 24 21 0 Total 12 22 18 17 18 19 20 15 13 15 0
Média 22,5 Média 16,9
50 Gy 100 Gy
Data Data
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos 1 2 3 4 5 6 9 10 Mortos
02/mar ¢ o s o e . . . 0 02/mar ¢ o e o . . 0
03/mar . . . . . . . . . 0 03/mar . . . . . . 0
O4/mar ¢ o s o e . . . 0 O4/mar ¢ o e o . . 0
05/mar e e e e o e o . . 0 05/mar « e e « . . 0
06/mar o o o o o 1 2 . 2 0 06/mar « o o o f . 0
07/mar L 1 . 0 07/mar ¢« e e ¢ - . 0
08/mar o ¢ o e 2 . 2 . 0 08/mar « T t - . 0
09/mar 3 ¢ ¢ o o+ 3 5 3 . 0 09/mar - - - - - . 0
Total 3 0 0 0 2 4 2 8 5 2 0 Total o 0 0O O o0 o 0 0
Média 2,6 Média 0
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APENDICE G — Andlises fisico-quimicas dos ensaios com radiac&o ionizante



Ensaio 1 — Inicio: 21 jan 2012 Término: 28 jan 2012
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pH Cond. oD pH Cond. oD
Data  DOSe (uSfcm) (mg/L) Data  DOSe (uSfcm) (mg/L)
) — . — . — . ) — . — . — .
ini fin ini fin ini fin ini fin ini fin ini fin
21/jan 7,0 75 161,2 150,8 - - 21/jan 7,0 73 161,2 156,0 - -
24fjan  Controle 7,2 75 131,9 1289 - - 24/jan 6,25 7,2 75 131,9 1305 - -
26/jan 7,0 7,6 138,8 1356 - - 26/jan 7,0 7,2 138,8 129,0 - -
21/jan 7,0 7,7 161,2 156,4 - - 21/jan 7,0 71 161,2 160,3 - -
24fjan 12,5 7,2 7,6 131,9 1253 - - 24fjan 25 7,2 7,3 131,9 128,8 - -
26/jan 7,0 71 138,8 131,7 - - 26/jan 7,0 7,2 138,8 126,9 - -
21/jan 7,0 7,2 161,2 158,7 - - 21/jan 7,0 7,3 161,2 156,9 - -
24[jan 50 7,2 73 1319 1248 - - 24/jan 100 7,2 75 1319 1239 - -
26/jan 7,0 75 138,8 131,7 - - 26/jan 7,0 7,3 138,8 1289 - -
- = medida néo realizada; oximetro quebrado.
Ensaio 2 — Inicio: 10 fev 2012 Término: 17 fev 2012
H Cond. oD H Cond. oD
Data Dose P (uSfcm) (mgl)  pata  D9%e P (uSfcm) (mglL)
(Gy) — - — - — - (Gy) — - — - — -
ini fin ini fin ini fin ini fin ini fin ini fin
10/fev 7,2 7,3 128,9 121,3 - - 10/fev 7,2 7,0 128,9 122,3 - -
13/fev Controle 7,3 7,5 135,2 126,9 - - 13/fev 6,25 7,3 7,4 135,2 130,2 - -
15/fev 71 73 126,8 124,5 - - 15/fev 71 73 126,8 126,3 - -
10/fev 72 75 128,9 127,8 - - 10/fev 72 73 128,9 127,2 - -
13/fev 12,5 73 72 135,2 134,8 - - 13/fev 25 73 74 135,2 122,8 - -
15/fev 71 7,2 126,8 122,0 - - 15/fev 7,1 71 126,8 125,0 - -
10/fev 7,2 7,3 128,9 127,0 - - 10/fev 7,2 7,2 128,9 128,2 - -
13/fev 50 7,3 7,3 135,2 132,0 - - 13/fev 100 7,3 7,2 135,2 132,2 - -
15/fev 71 72 126,8 124,3 - - 15/fev 71 71 126,8 1254 - -
- = medida nao realizada; oximetro quebrado.
Ensaio 3 — Inicio: 2 mar 2012 Término: 9 mar 2012
pH Cond. oD pH Cond. oD
Data  DO® (uSfem) (mg/L) Data  DO® (uSfem) (mg/L)
) — . — . — . ) — . — . — .
ini fin ini fin ini fin ini fin ini fin ini fin
02/mar 75 8,2 152,9 1420 - - 02/mar 75 7,6 152,9 1438 - -
05/mar  Controle 7,0 7,4 1256 122,0 - - 05/mar 6,25 7,0 7,2 125,6 122,6 - -
07/mar 7,3 7,5 1246 121,4 - - 07/mar 7,3 75 124,6 124,8 - -
02/mar 75 7,8 152,9 150,9 - - 02/mar 75 8,0 152,9 133,5 - -
05/mar 12,5 7,0 7,1 1256 122,0 - - 05/mar 25 7,0 7,1 1256 110,8 - -
07/mar 7,3 74 1246 1213 - - 07/mar 7,3 75 1246 124,7 - -
02/mar 75 7,7 152,9 136,0 - - 02/mar 75 78 152,9 1428 - -
05/mar 50 7,0 7,2 1256 124,4 - - 05/mar 100 7,0 7,3 125,6 120,6 - -
07/mar 7,3 7,4 1246 123,5 - - 07/mar 7,3 75 1246 118,3 - -

- = medida nao realizada; oximetro quebrado.
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APENDICE H — Ensaios com os organismos irradiados e expostos aos principios

ativos



Ensaio 1 — Organismos irradiados e expostos ao OE

Inicio: 29 jun 2012 Término: 6 jul 2012

141

Controle de agua

Controle de dgua com orgs. Irradiados)

Data Data
2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos
20/lun + e e+ e e e e e . 0 20/lUn + e e+ e e e e e . 0
I T T 0 I T T 0
oLjul e e e e e e e e e 0 oLijul e e e e e e e e e 0
02/jul 2 2 3 2 4 2 2 . 2 2 0 02/jul 2 2 2 2 3 2 2 2 2 2 0
03/jul 2 4 1 4 4 4 4 4 2 4 0 03/jul 4 4 4 4 2 2 4 4 2 4 0
04l 4 o+ e« e e« < 4 2 0 04l + o+ 1+ 2 e 2 « « . 0
05/jul . 6 6 7 6 7 6 6 6 2 0 05/jul 6 8 6 6 4 8 4 8 6 6 0
06/jul 10 8 8 8 8 8 8 10 8 8 0 06/jul 8 7 8 8 7 8 7 7 7 6 0
Total 18 20 18 21 22 21 20 20 22 18 0 Total 20 21 21 20 18 20 19 21 17 18 0
Média 20 Média 19,5
1 mg.L" de dleo 2 mg.L" de dleo

Data Data

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos
29/jun e e e e e e e e e e 0 29/jun . . e e e e e e . . 0
30flun ¢ e e e e e e e e e 0 T T 0
oL/jul e e e e e e e e e 0 oL/jul e e e e e e e e e 0
02/jul 2 3 2 2 2 4 2 2 2 3 0 02/jul 2 3 3t 2 t 2 2 2 T 3
03/jul 4 2 4 2 1 2 4 1 2 2 0 03/jul . 2 4 - 5 - 4 2 2 - 0
04/jul 4 . . . 4 4 . . 5 4 0 04/jul 4 . 4 - . - 4 4 4 - 0
05/jul 5 6 5 5 5 6 6 5 6 5 0 05/jul 6 6 6 - 6 - 8 6 8 - 0
06/jul 7 8 6 6 8 6 8 8 7 7 0 06/jul 8 7 8 - 10 - 8 8 10 - 0
Total 22 19 17 15 20 22 20 16 22 21 0 Total 20 18 25 0 23 0 26 22 26 O 3
Média 19,4 Média 16

4 mg.L™ de 6leo 8 mg.L™ de 6leo

Data Data

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos 1 2 3 4 5 6 7 8 10 Mortos
29/jun e e e e e e e e e . 0 29/jun e e e e e e e . 0
30/jun e e e e e e e e e . 0 30/jun e e e e e e e . 0
oLjul e e e e e e e e e 0 OLjUl o o e e e e e e . 0
02Ul 2 .« 2 3 « 2 « 3 2 t 1 02l t e+ ot ot e« t t t 8
03ful  + + + e e e e e o« . 0 03ful - e - -t - - - . 1
04/jul 2 3 1 4 4 2 1 2 4 - 0 04/jul - ¢« - - - - - - - 0
05/jul 4 4 2 2 1 2 2 2 2 - 0 05/jul - ¢« - - - - - - - 0
06/jul 6 8 t 7 7 7 8 7 7 - 1 06/jul - 3 - - - - - - - 0
Total 14 15 5 16 12 13 11 14 15 O 2 Total 0O 3 0 0 0O O o0 o 0 9
Média 11,5 Média 0,3
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16 mg.L™ de 6leo DMSO
Data Data
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos
29/jun e e e e e e e e o . 0 29/jun . . . . . . . « o e 0
30/jun e e e e e e o o e . 0 30/jun . . . . . . . « o e 0
o1/jul e e e e e e e e e . 0 o1/jul e e e e e e e e e s 0
02fjul  t t ot o« ot t o ot Ot 7 o2l 2 4 2 2 3 2 2 2 t 2 1
03/jul - - - ¢ - - ¢« e - - 1 03/jul 4 3 4 4 2 4 4 5 - 3 0
04/jul - - - ¢ - - ¢« e - - 0 04/jul 4 . . 1 2 . 2 ¢« - . 0
05/jul - - -1 - - ¢« e - - 0 05/jul 6 5 6 4 6 8 6 4 - 1 0
06/jul - - - ¢ - - ¢« e - - 0 06/jul 8 10 8 8 8 9 8 - 13 0
Total 0 0o 01 0 0 0O O0 O 0 7 Total 24 22 20 19 21 23 22 20 0 19 1
Média 0,1 Média 19
DMSO com orgs. Irradiados
Data
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos
29/jun . . . . . . . . . 0
30/jun . . . . . . . . . 0
olfjul o . . o . . o . . 0
o2ful 2 2 2 1 1 2 2 2 2 2 0
o3ful 4 2 2 4 3 4 4 2 3 4 0
O4fjul 4 3 + o e e e . 2 0
o5/l 6 5 5 7 6 4 6 6 6 4 0
O6fjul 8 7 7 8 9 9 8 7 8 8 0
Total 20 20 19 20 19 19 20 17 19 20 0
Média 19,3
Ensaio 2 — Organismos irradiados e expostos ao OE
Inicio: 6 jul 2012 Término: 13 jul 2012
Controle de agua Controle de 4gua com orgs. Irradiados)
Data Data
2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos
06/jul . . . . . . . . . . 0 06/jul . . . . . . . . . . 0
07/jul . . . . . . . . . . 0 07/jul . . . . . . . . . . 0
08/jul . . . . . . . . . . 0 08/jul . . . . . . . . . . 0
09/jul 2 2 2 1 3 2 2 1 2 2 0 09/jul . 2 2 3 4 2 2 2 1 2 0
10/jul 2 2 e« 2 2 4 2 4 2 - 0 10/jul 4 2 2 2 . . . e 5 . 0
11/jul e+ 4 + +« « . 5 . &4 0 11/jul e o« . 4 2 . 2 0
12/jul 6 6 4 6 4 8 5 6 6 6 0 12/jul 6 4 6 6 5 4 4 4 4 0
13/jul 7 8 6 8 6 8 10 8 0 13/jul 8 10 8 6 11 7 12 6 6 0
Total 17 16 18 15 18 22 15 24 20 20 0 Total 18 18 17 19 19 19 15 20 16 14 0
Média 18,5 Média 17,5
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1 mg.L" de dleo

2 mg.L™ de éleo

Data Data
2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos
06/jul e e e e e e e e e e 0 o6/jul . o o e o e e . 0
07/jul e e e e e e e e e e 0 07/jul . o o e o e e . 0
08/jul e e e e e e e e e e 0 08/jul . o o e o e e . 0
09/jul 4 4 2 3 2 2 2 2 2 2 0 09/jul 2 2 e 2 2 2 4 2 2 3 0
10/jul 4 2 2 4 2 2 4 4 .+ 3 0 10/jul . 2t . . . e 4 . 2 1
11/jul . 1 . . 4 4 . e o 2 0 11/jul 2 e - 2 2 3 2 t 3 . 1
12/jul 4 6 7 . . 6 6 ¢ 0 12/jul 7 - 6 5 6 - 4 0
13/jul 9 13 8 8 10 11 8 12 -+ 10 0 13/jul 6 5 - 7 8 6 5 - 6 7 0
Total 21 20 18 22 18 19 20 24 2 17 0 Total 14 16 0 17 17 17 17 6 15 16 2
Média 18,1 Média 13,5
4 mg.L™ de 6leo 8 mg.L™ de 6leo
Data Data
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos 1 2 3 4 5 6 7 10 Mortos
o6/jul . . . e e e e e . 0 o6/jul e e e e e e s . 0
07/jul . . . e e e e e . 0 07/jul e e e e e e . 0
08/jul . . . e e e e e . 0 08/jul e e e e e e . 0
09/jul e+ 2 2 t 2 tt . 2 3 o9ul  t 2 « 2 2 t ft 2 3
10/jul 2 02 e e - e o o 4 0 10/jul S T S T . 2
11/jul . . 4 5 - 4 - - 5 4 0 11/jul - 4 - - 4 - - 2 0
12/jul 6 « 6 - e - - T 1 2hul - e - - e .- . 0
13/jul 7 6 8 - 9 - - 5 8 0 13/jul - e - -1 - - . 0
Total 15 15 12 21 0 15 0 0 21 14 3 Total 0O 6 0 2 7 0 O 4 5
Média 11,3 Média 3,4
16 mg.L™ de 6leo DMSO
Data Data
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos
o6/jul e e e e e e e e e . 0 o6/jul e e e e e e e e e e 0
07/jul e e e e e e e e . . 0 07/jul e e e e e e e e e s 0
o8/jul e e e e e e e e . . 0 o8fjul e e e e e e e e e s 0
09fjul  t t e e et < t f . 5 0%ul 2 2 3 2 2 2 4 2 3 2 0
10/jul - -t ot -t e e - T 4 10/jul 4 2 4 4 2 4 2 3 4 2 0
11/jul - - - ¢ - - . ¢ - - 0 12/jul . 1 2 . 4 . . . 3 1 0
12/jul - - -1 - - e 1 - - 0 12/jul 6 6 . 7 6 5 6 5 . 7 0
13/jul - - - s - -t e - - 1 13/jul 5 7 6 8 6 6 7 5 6 5 0
Total o 0 0 1 0o O O 1 O 0 10 Total 17 18 15 21 20 17 19 15 16 17 0
Média 0,2 Média 17,5
DMSO com orgs. Irradiados
Data
2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos
06/jul  » o o e+ e e e e e 0
O7/jul  » o o o e e e e e . 0
08fjul » o e e e e e e e 0
0fu 2 1 2 2 2 2 4 2 2 2 0
0l 4 5 2 2 4 2 2 2 t 3 0
Wil « 1 o o o 4 o o+ - 6 0
12/l 6 6 6 6 7 4 7 6 - 8 1
13/ul 8 7 7 5 8 7 6 7 - 5 0
Total 20 20 17 15 21 19 19 17 2 24 1
Média 17,4




Ensaio 3 — Organismos irradiados e expostos ao OE

Inicio: 13 jul 2012 Término: 20 jul 2012
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Controle de agua

Controle de 4gua com orgs. irradiados

Data Data
2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos
13/jul e e e e e e e e e 0 13/jul e e e e e e e e e 0
14/jul e e e e e e e e e 0 14/jul e e e e e e e e e 0
15/jul e e e e e e e e e 0 15/jul e e e e e e e e e 0
16/jul e e e e e e e e e 0 16/jul e e e e e e e e e 0
17/jul 4 4 4 3 2 4 4 4 3 2 0 17/jul 3 4 4 2 4 3 2 4 4 3 0
18/jul 4 1 5 2 2 2 4 4 2 2 0 18/jul 2 4 5 2 4 4 2 2 4 2 0
19U+ o+ e e+« 1 « « 3 0 95U 1 e+ e+ 3 « « 1 « « 1 0
20/jul 8 9 9 11 10 8 8 10 9 8 0 20/jul 7 7 8 6 10 9 11 9 7 7 0
Total 16 14 18 16 14 14 17 18 14 15 0 Total 13 15 17 13 18 16 16 15 15 13 0
Média 15,6 Média 15,1
1 mg.L" de dleo 2 mg.L™ de éleo

Data Data

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos
13/jul e e e e e e e e e 0 13Ul .+ e e e e e e e e . 0
14/jul e e e e e e e e e 0 AUl o e e e e e e e e . 0
15/ul e e e e e e e e e 0 15U« e+ e e e e e e e 0
16/jul e e e e e e e e e 0 T T 0
17/jul 4 2 2 4 4 2 4 5 3 4 0 17/jul 2 2 4 2 4 2 . 4 4 2 0
18/jul 3 3 4 4 3 4 4 1 4 3 0 18/jul 2 4 1 3 4 2 4 1 3 2 0
W0l 2 o« o+ 1 o+ o« 1 « « 1 0 19Ul + e e e e e 2 2 . . 0
20/jul 5 8 10 7 9 9 7 9 11 8 0 20/jul 5 7 5 6 5 8 5 8 9 7 0
Total 14 13 16 16 16 15 16 15 18 16 0 Total 9 13 10 11 13 12 11 15 16 11 0
Média 15,5 Média 12,1

4 mg.L™ de 6leo 8 mg.L™ de 6leo

Data Data

1 2 3 4 56 7 8 9 10 Mortos 1 2 3 4 5 6 7 8 10  Mortos
WUl 0 e e e e e e e e 0 Wl e e e e e e e s . 0
LU+ e e e e e e e e 0 WUl o e e e e e e s . 0
I5Ul + e e e e e e e e 0 R . 0
Y T T T T 0 W6ul e e e et e e s . 1
17/jul . 4 2 4 4 . 3 4 5 0 17/jul CEEE 4 -t e 2 4 2
18/jul 4 1 2 e 2 2 5 2 2 1 0 18/jul 4 - 2 . - -t 2 . 1
L S S R 1 N . 0
20/jul 4 5 4 6 7 - 6 7 7 . 0 20/jul e - 3 6 - - -1 . 0
Total 8 10 8 10 9 6 12 12 13 6 1 Total 4 0 5 10 0O 0 0 5 4 4
Média 9,4 Média 3,2
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16 mg.L™ de 6leo DMSO
Data Data
2 3 4 5 6 7 8 10 Mortos 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos
13/jul . e e e e e e e . 0 13/jul . . . . . . . . . . 0
14/jul . e e e e e e e . 0 14/jul . . . . . . . . . . 0
15/jul . e o e e e e . . 0 15/jul . . . . . . . . . . 0
16/jul I L T T . 2 6jul 2 ¢ 3 e e 2 1 e e 0
17/jul T - e e 1t e - T T 4 17/jul 2 2 4 4 4 2 3 4 4 4 0
18/jul - - e e e -2 - - 0 18/jul 4 4 2 4 2 . 2 4 2 4 0
19/ul - -2t e - e - 1 19/ul e e e e e e e 1 e 2 0
20/jul - - . - . - . - - 0 20/jul 7 6 8 5 9 11 9 8 10 9 0
Total 0 0 2 0 1 0 2 O 0 0 7 Total 15 12 17 13 15 15 15 17 16 19 0
Média 0,5 Média 15,4
DMSO com orgs. irradiados
Data
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos
Wfjul ¢ o e e e e e e e 0
Lfjul o o e e e e e e 0
156Ul ¢ e e e e e e e e 0
16/ul . « 2 1 . . . . . 0
17/l 3 4 4 4 4 4 3 4 2 4 0
18fjul 2 2 4 2 3 3 4 2 4 3 0
19/ul - . . . . 1 . . . 2 0
20fjul 8 9 7 6 8 7 10 10 7 7 0
Total 13 15 15 14 16 15 17 16 13 16 0
Média 15
Ensaio 1 — Organismos irradiados e expostos ao DEET
Inicio: 2 mar 2012 Término: 9 mar 2012
Controle Controle (organismos irradiados)
Data Data
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos
02/mar . . . . . . . . . . 0 02/mar . . . . . . . . . . 0
03/mar . . . . . . . . . . 0 03/mar . . . . . . . . . . 0
04/mar . . . . . . . . . . 0 04/mar . . . . . . . . . . 0
05/mar . . . . . . . . . . 0 05/mar . . . . . 3 . . . . 0
06/mar 2 2 4 4 4 2 4 2 4 4 0 06/mar 4 3 4 2 2 2 4 3 6 4 0
07/mar 4 4 . 6 . . 5 6 4 6 0 07/mar . 2 6 1 2 2 . . 3 4 0
08/mar e 2 5 . 5 7 . . . . 0 08/mar 5 . . 1 6 4 4 5 . . 0
09/mar 100 8 8 7 8 8 9 8 9 8 0 09/mar 8 12 7 11 8 6 8 7 6 7 0
Total 16 16 17 17 17 17 18 16 17 18 0 Total 17 17 17 15 18 17 16 15 15 15 0
Média 16,9 Média 16,2




146

3,75 mg.L”* DEET

7,5 mg.L* DEET

Data Data

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos
02/mar . . . . . . . . . . 0 02/mar . . . . . . . . . . 0
03/mar . . . . . . . . . . 0 03/mar . . . . . . . . . . 0
04/mar . . . . . . . . . . 0 04/mar . . . . . . . . . . 0
05/mar . . . . . . . . . 3 0 05/mar « 5 . . . . . . . . 0
O/mar 5 5 6 5 6 5 2 5 4 4 0 O6/mar 4 3 4 3 2 2 4 4 4 4 0
O7/mar 4 3 + « 5 5 « 2 7 0 O7mar 5 « 4 + 4 4 4 < 4 4 0
08/mar . 7 e 4 e 6 . . 2 0 08/mar e 2 . 5 . . . 2 . . 0
09Ymar 5 2 8 6 5 5 7 9 5 8 0 O9Ymar 6 5 8 6 8 7 7 10 8 8 0
Total 14 17 14 15 16 15 15 16 16 17 0 Total 15 15 16 14 14 13 15 16 16 16 0
Média 15,5 Média 15

15 mg.L"* DEET 30 mg.L™ DEET

Data Data

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos 1 2 3 4 5 6 7 10  Mortos
02/mar o o . . . . . . . . 0 02/mar . . . . . . . . 0
03/mar ¢ o . . . . . . . . 0 03/mar e e e e e e . 0
O4/mar o o . . . . . . . . 0 04/mar . . . . . . . . 0
O5/mar ¢ e . . . . . . . . 0 05/mar e e e e e e e . 0
O6/mar 4 5 5 4 5 5 3 5 4 4 0 O6/mar « + s+ & e e . 0
07/mar 2 - e 4 4 4 2 2 2 3 0 07/mar L L T S . 0
08/mar 3 1 . . . . . . . . 0 08/mar . . . . . . . . 0
09mar « 4 5 7 5 4 8 9 9 8 0 09/mar L L T S . 0
Total 9 10 10 15 14 13 13 16 15 15 0 Total 0 0 00 0 0 O 0 0
Média 13 Média 0

60 mg.L™! DEET

Data

2 3456 7 8 9 10 Mortos
02/mar . . . . . . . . .
03/mar « o * o o « o . .
04/mar . . . . . . . . .
05/mar e o o o o o o o o
06/mar e o o o o o o o o
07/mar e o o o o o o o .
08/mar e o o o o o o o .
09/mar e o o o o o o o .
Total 000O0OOGOT OO
Média 0




Ensaio 2 — Organismos irradiados e expostos ao DEET

Inicio: 2 mar 2012 Término: 9 mar 2012
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Controle Controle (organismos irradiados)

Data Data

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos
15/jun . . . . . . . . . . 0 15/jun . e e e . . e e e . 0
16/jun . . . . . . . . . . 0 16/jun . « e . . . « e e . 0
17/jun . . . . . . . . . . 0 17/jun . o e e . . o e e . 0
8fjun ¢ e+ e+ e e+« 3 « o 4 0 18/jun e e e e e 2 e e 2 . 0
19fun 5 6 ¢ 2 2 « o 5 7 . 0 19/jun 5 8 4 5 6 =+« 5 3 « 3 0
20/jun 2 « 3 3 e 4 4 . . 2 0 20/jun . e 2 4 3 6 e o+ 3 . 0
21/jun « 2 3 4 1 4 5 « 2 0 21/jun 3 2 « 1 « 2 3 e« 4 4 0
22/jun 8 8 10 4 8 8 7 8 9 8 0 22/jun 8 9 2 7 6 6 4 5 12 11 0
Total 15 16 16 13 11 16 19 13 18 14 0 Total 16 19 8 17 15 16 12 8 21 18 0
Média 15,1 Média 15

3,75 mg.L* DEET 7,5 mg.L" DEET

Data Data

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos
15/jun . . . . « o e . . . 0 15/jun . . . . . . . . . . 0
16/jun . . . . « o e . . . 0 16/jun . . . . . . . . . . 0
17/jun . . . . « o e . . . 0 17/jun . . . . . . . . . . 0
18/jun 3 . 3 . « o e . . . 0 18/jun . . . . e 3 . . « 3 0
19/jun 6 4 + 3 7 3 4 6 6 3 0 19/jun 6 6 6 3 4 « 5 5 5 . 0
20/jun 2 . 3 . e 2 3 2 1 . 0 20/jun . . . . . 3 2 1 . 4 0
21/jun 3 4 + 3 « o 7 1 3 0 21/jun 1 3 « 2 2 5 « « o 4 0
22/jun 6 11 10 7 8 - . 9 6 9 0 22/jun 7 8 4 9 12 3 6 5 6 . 0
Total 20 19 16 13 15 5 14 18 16 12 0 Total 14 17 10 14 18 14 13 11 11 11 0
Média 14,8 Média 13,3

15 mg.L"* DEET 30 mg.L™! DEET

Data Data

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos
15/jun . . . . . . . . . . 0 15/jun e e e e e e e e . 0
16/jun . . . . . . . . . . 0 16/jun . . . . . . . . . 0
17/jun . . . . . . . . . . 0 17/jun e e e e e e e e . 0
18/jun . . . . . 3 3 . . . 0 18/jun . . . . . . . . . 0
19/jun 4 6 5 4 5 . e 2 3 2 0 19/jun L . I S T ] . 0
20/jun e 2 4 3 3 2 4 « e« 0 20/jun L . 0
21fiun 1« + o o 4 6 2 5 0 21jun e e e e e e e e . 0
22fun 11 6 1 5 7 7 2 12 7 0 22/jun L . 0
Total 16 14 10 12 15 16 15 16 15 2 0 Total 0 0 0 0 0 0O 0 O 0 0
Média 13,1 Média 0




60 mg.L™ DEET

Data
2 3 456 7 8 9 10 Mortos

15/jun e o e e e e o o 0
16/jun e o s o s e e e e 0
17/jun e o e e e e o o 0
18/jun e s s e e s s e e 0
19/jun e e e o e o o e o 0
20/jun e o s o e e e e e 0
21/jun e o e e e e o o 0
22/jun e o s o e e e e e 0
Total 0 00O0OOOOO OO 0
Média 0

Ensaio 3 — Organismos irradiados e expostos ao DEET

Inicio: 22 jun 2012 Término: 29 jun 2012
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Controle Controle (organismos irradiados)
Data Data
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos
22/jun . . . . . . . « o e 0 22/jun . . . . o o . . . 0
23/jun . . . . . . . « o e 0 23/jun . . . . e o e . . . 0
24/fjun . . . . . . . « e e 0 24/fjun . . . . o o . . . 0
25/jun 4 3 2 6 3 3 5 3 1t 4 1 25/jun . 4 5 5 4 2 4 1 3 4 0
26/jun . 7 . . . . 6 ¢ - e 0 26/jun 3 . . 5 e 1 2 . 6 3 0
27/jun 4 12 5 4 3 4 . 5 - 4 0 27/jun 3 2 9 4 2 e e 4 10 - 0
28/jun . . . . . . . « - e 0 28/jun . . . . o o . . . 0
29/jun 10 6 5 8 11 13 10 9 - 8 0 29/jun 7 8 10 9 7 5 9 12 1 9 0
Total 18 28 12 18 17 20 21 17 O 16 1 Total 13 14 24 23 13 8 15 17 20 16 0
Média 16,7 Média 16,3
3,75 mg.L”* DEET 7,5mg.L* DEET
Data Data
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos

22/jun « o e . . . . . . . 0 22/jun . . . . . . . . . . 0
23/jun « o e . . . . . . . 0 23/jun . . . . . . . . . . 0
24/jun « e e . . . . . . . 0 24/fjun . . . . . . . . . . 0
25/jun « e e 2 . . . . . . 0 25/jun . . . . . . . . . . 0
26/jun 4 4 3 2 2 3 4 3 4 . 0 26/jun . ¢« 3 3 2 =« 2 2 1 . 0
27/jun 2 e . . . . . 3 . 4 0 27/jun 4 5 5 . 3 5 6 . 4 3 0
28/jun 1 2 6 3 3 1 3 . 4 6 0 28/jun 7 2 s« 4 4 2 .+ 5 4 7 0
29/jun 5 t 11 9 5 8 10 13 4 9 1 29/jun 2 8 9 8 5 6 7 7 8 5 0
Total 12 6 20 16 10 12 17 19 12 19 1 Total 13 15 17 15 14 13 15 14 17 15 0
Média 14,3 Média 14,8
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15 mg.L"* DEET

30 mg.L"! DEET

Data Data

2 3 4 5 6 7 8 9 10 Mortos 4 5 6 7 10 Mortos
22/jun . . . . .« . . . . 0 22/jun o e e . 0
23/jun o . . e e e e . . 0 23/jun o e e . 0
24/jun . . . . .« . . . . 0 24/jun o e e . 0
25/jun o . . e e e e . . 0 25/jun o e e . 0
26/jun e 3 3 3 2 .« 2 3 3 0 26/jun L . 0
27/jun e 4 e+« « « 5 e 0 27/jun . e . . 0
28/jun 2 . 6 4 2 2 . 7 7 0 28/jun L . 0
29/jun 7 7 9 11 5 2 7 8 8 0 29/jun LI . 0
Total 9 14 18 18 9 4 14 18 18 0 Total 0O 0 0 ©O 0 0
Média 12,6 Média 0

60 mg.L"! DEET
Data

3 45 6 7 8 9 10 Mortos
22/jun e o o o o o o
23/jun e s e e e e o e
24/jun e o o o o o o
25/jun e s e e e e o
26/jun e o o o o o o
27/jun e s e e e e o
28/jun e e o e o o o o
29/jun e s e e e e o
Total 0 00O0OOOTG OO
Média 0
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APENDICE H — Analises fisico-quimicas dos ensaios com radiacéo ionizante e

principios ativos



Organismos irradiados e expostos ao OE

Ensaio 1 — Inicio: 29 jun 2012 Término: 6 jul 2012

151

pH Cond. oD pH Cond. oD
Data mg.L? (uS/cm) (mg/L) Data mg.L? (uS/cm) (mg/L)
ini fin ini fin ini fin ini fin ini fin ini fin
29/jun 7.4 75 1333 1312 - - 29/jun 7.4 75 1334 1315 - -
02fjun  Controle 7,3 75 1254 1248 - - 02/jun 5:328; 73 74 1256 1247 - -
04/jun 7,0 74 1428 1405 - - 04/jun 7,0 74 1426 140,7 - -
29/jun 7.4 7,6 1336 1304 - - 29/jun 7.4 7,6 1305 1301 - -
02/jun 1,0 7.3 74 1262 1249 @ - - 02/jun 2,0 7.3 74 1247 1241 - -
04/jun 7,0 7,2 140,6 1408 - - 04/jun 7,0 73 1389 1387 - -
29/jun 7,2 74 1329 1296 - - 29/jun 7,2 73 1327 129,7 - -
02/jun 4,0 7.3 74 1243 1224 - - 02/jun 8,0 7.3 74 1237 1223 - -
04/jun 6,9 70 1384 1381 - - 04/jun 6,9 70 1381 137,66 - -
29/jun 7,2 72 1318 1297 - - 29/jun 7,5 7,7 1352 1320 - -
02/jun 16,0 7.3 73 1234 1220 - - 02/jun  DMSO 7.4 75 1254 1247 - -
04/jun 6,9 7,0 1375 1342 - - 04/jun 7.4 75 140,8 1398 - -
29/jun 7,5 7,7 1351 1326 - -
02/jun Rgg?zfg;o 7.4 75 1253 1248 @ - -
04/jun 7.4 75 140,1 139,7 - -
Ensaio 2 — Inicio: 6 jul 2012 Término: 13 jul 2012
pH Cond. oD pH Cond. oD
Data mg.L? (uS/cm) (mg/L) Data mg.L? (uS/cm) (mglL)
ini fin ini fin ini fin ini fin ini fin ini fin
06/jul 7,2 73 1235 1226 - - 06/jul 7,2 73 1236 1221 - -
09jul  Controle 7,0 72 1101 109,7 - - 09/jul é::(;‘ltarg; 70 71 1102 1097 - -
12/jul 7,5 7,6 1200 1197 - - 12/jul 7,5 76 1203 1196 - -
06/jul 7,2 73 1237 1228 - - 06/jul 7,2 73 1241 122,7 - -
09/jul 1,0 7,1 72 1104 1098 - - 09/jul 2,0 7,1 72 1101 1085 - -
12/jul 7,5 75 1202 1193 - - 12/jul 7,5 75 1197 1186 - -
06/jul 7,2 73 1248 1228 - - 06/jul 75 76 1247 1221 - -
09/jul 4,0 7,2 73 109,8 1089 - - 09/jul 8,0 7,2 73 1094 1082 - -
12/jul 7,6 7,7 1194 1184 - - 12/jul 7,6 7,7 1189 1181 - -
06/jul 7,5 7,6 1252 1209 @ - - 06/jul 7,2 73 1237 1234 - -
09/jul 16,0 7.3 74 108,7 1076 - - 09/jul DMSO 7,5 7,6 112,7 1104 - -
12/jul 7,6 7,6 1187 1175 - - 12/jul 7,1 73 1212 1198 - -
06/jul 7,2 73 1236 1231 - -
09/jul R'Zg’i';go 7,5 7,7 112,4 100,7 - -
12/jul 7,1 73 1214 1197 - -




Ensaio 3 — Inicio: 13 jul 2012 Término: 20 jul 2012
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pH Cond. oD pH Cond. oD
Data mg.L? (uS/cm) (mg/L) Data mg.L (uS/cm) (mg/L)
ini fin ini fin ini fin ini fin ini fin ini fin
13/jul 7.3 73 1034 1029 - - 13/jul 7.3 73 1035 1031 - -
16/ul  Controle 7,0 71 1142 1139 - - 16/jul é::c;‘lgg;% 70 72 1145 1141 - -
18/jul 7,2 7,2 1004 99,9 - - 18/jul 7.2 7,2 1005 99,7 - -
13/jul 7.3 73 1039 1038 - - 13/jul 7.3 7,3 1028 103,7 - -
16/jul 1,0 7.1 72 1141 1137 - - 16/jul 2,0 71 7,2 1140 1138 - -
18/jul 7.2 73 1003 99,4 - - 18/jul 7.2 73 992 991 - -
13/jul 73 73 102,7 1021 - - 13/jul 7.3 74 1015 1020 - -
16/jul 4,0 7.2 73 1138 1132 - - 16/jul 8,0 7.1 72 1137 1129 - -
18/jul 7.3 74 997 99,2 - - 18/jul 7.2 73 993 989 - -
13/jul 7,5 7,5 1002 99,2 - - 13/jul 7.4 75 1025 1015 - -
16/jul 16,0 7.2 73 1136 112,7 - - 16/jul DMSO 75 76 1175 1169 - -
18/jul 7,2 73 987 981 - - 18/jul 75 7,5 100,2 99,7 - -
13/jul 7.4 75 1028 1016 - -
16/ul R'Zg’i'féo 75 75 1172 1167 - ;
18/jul 7,5 7,6 1004 988 - -
Organismos irradiados e expostos ao DEET
Ensaio 1 — Inicio: 2 mar 2012 Término: 9 mar 2012
pH Cond. oD pH Cond. oD
Data mg.L? (uS/cm) (mglL) Data mg.L? (uS/cm) (mglL)
ini fin ini fin ini fin ini fin ini fin ini fin
02/mar 7.0 70 1324 1301 - - 02/mar 7,0 70 1328 1301 - -
05/mar Controle 7,2 71 1128 1123 - - o5/mar é::c;‘lgg;% 72 71 1128 1124 - -
07/mar 7.3 71 1002 98,6 - - 07/mar 7.3 7,2 1004 98,7 - -
02/mar 7,0 70 1325 1303 - - 02/mar 6,9 6,9 1314 1300 - -
05/mar 3,75 71 70 1126 112,0 - - 05/mar 7,5 71 70 1125 1119 - -
07/mar 7.3 7,2 1006 985 - - 07/mar 7.2 71 1005 97,8 - -
02/mar 6,9 69 1315 1302 - - 02/mar 6,9 6,8 1300 1294 - -
05/mar 15,0 7.0 70 1117 111,7 - - 05/mar 30,0 7,0 6,9 111,8 111,2 - -
07/mar 7,2 70 997 976 - - 07/mar 7.2 71 975 964 - -
02/mar 6,8 6,8 129,7 1295 - -
05/mar 60,0 6,9 69 111,1 1087 - -

07/mar 7,1 7,0 97,6 96,5 - -




Ensaio 2 — Inicio: 2 mar 2012 Término: 9 mar 2012
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Cond. oD Cond. oD
Data mg.L? (uS/cm) (mg/L) Data mg.L? PH (uS/cm) (mg/L)

ini fin ini fin ini fin ini fin ini fin ini fin
02/mar 7,5 74 121,3 1217 - - 02/mar 7.4 74 1215 1219 - -
05/mar Controle 7,1 7,0 1352 1344 - - o5/mar é::c;‘lgg;% 71 70 1356 1346 - -
07/mar 7,0 7,0 1147 1141 - - 07/mar 7,0 7,0 114,6 114,2 - -
02/mar 7,5 73 121,3 120,22 - - 02/mar 7,6 7,5 120,7 119,8 - -
05/mar 3,75 7,1 7,0 1351 134,7 - - 05/mar 7,5 7,1 7,0 134,4 133,5 - -
07/mar 7.1 7,0 1135 1125 - - 07/mar 71 6,9 113,7 1117 - -
02/mar 7,6 7.4 119,7 117,44 - - 02/mar 7,6 7,5 119,4 115,2 - -
05/mar 15,0 7,2 73 130,2 1298 - - 05/mar 30,0 7,2 71 1305 1295 - -
07/mar 7.3 72 112,8 1108 - - 07/mar 71 70 111,9 1109 - -
02/mar 7,7 7,5 1195 115,1 - -
05/mar 60,0 7,2 71 1294 1286 - -
07/mar 7,3 7,2 109,8 108,6 - -
Ensaio 3 — Inicio: 22 jun 2012 Término: 29 jun 2012

Cond. oD Cond. oD
Data mg.L? (uS/cm) (mglL) Data mg.L? PH (uS/cm) (mglL)

ini fin ini fin ini fin ini fin ini fin ini fin
22/jun 7.3 73 139,5 1385 - - 22/jun 7.3 7,2 139,7 138,22 - -
25jun  Controle 7,2 7,2 2405 2394 - - 25/jun é::c;‘lgg;% 71 71 2408 2391 - -
27/un 7,0 7,0 1552 153,22 - - 27/un 7,2 7,2 1558 153,6 - -
22/jun 7.3 72 137,8 1371 - - 22/jun 7.3 7,2 1370 1368 - -
25/jun 3,75 7,1 7,0 240,1 239,0 - - 25/jun 7,5 7,1 7,0 2393 239,0 - -
27/un 7,2 72 1553 152,6 - - 27/un 7.3 71 1549 154,1 - -
22/jun 7.4 7.4 138,5 136,7 - - 22/jun 7,5 7.4 138,6 136,9 - -
25/jun 15,0 7,1 7,0 2381 236,7 - - 25/jun 30,0 71 70 2370 236,1 - -
27/jun 7,3 7,2 153,0 150,7 - - 27/jun 73 7,2 151,0 150,4 - -
22/jun 7,5 7.4 137,5 1358 - -
25/jun 60,0 7,1 6,9 236,7 236,22 - -
27/jun 7,3 7,1 150,8 1489 - -
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APENDICE | — Sumério estatistico do programa Trimmed Spearman-Karber para

0s ensaios de ecotoxicidade aguda com OE e DEET



Ecotoxicidade aguda do OE Lote 180 para  D. similis

DATE: TEST NUMBER:
CHEMICAL: OLEO

RAY DATA:
GONCENTRATIONCMG-L> 3.88 5.48 7.68 18.78
NUMBER EX{POSED: 28 28 28 28
MORTALITIES = a a 13 1?7
SPEARMAN-KARBER TRIM: a.088:
SPEARMAN-KARBER ESTIMATES: EC5@: ?.68
25% LOWER COMFIDEMCE: 6.4
95% UPPER GOMFIDEMNCE: 8.32

DATE: ? AGO 28 TEST MUMBER: 2

CHEMICAL: oOLE0 Lig@

DURATION:

15.80
28

DURATION:

SPECIES: D.SIMILIS

RAY DATA:
CONCENTRATION(MG-L> 3.808 5.48 7.68 18.78 15.80
HUMBER EXPOSED: 28 28 28 28
MORTALITIES: a 3 16 28 28
SPEARMAN-KARBER TRIM: a.8a:
SPEARMAN-KARBER ESTIMATES: EC58: 6.51
252 LOWER CONFIDENCE: 6.88
252 UPPER CONFIDENCE: 7.87
DATE: 7 AGO 28 TEST NUMBER: 3 DURATION:

CHEMICAL: OLEO L1388

RAY DATA:
CONCENTRAT ION<MG/L> 3.8 5.48 7.680 18.70 15.00
NUMBER EXPOSED: 28 28 28 20 20
MORTALITIES: @ a a 19 20
SPEARMAN-KARBER TRIM: 0.080:
SPEARMAN-KARBER ESTIMATES: EC5A: 9.17
95x LOWER CONFIDEMNCE: 2.87
95x UPPER CONFIDENCE: 9.48
Ecotoxicidade aguda do OE Lote 180 para C. silvestrii
DATE: ¢ JUN TEST MUMBER: 1 DURATION:
CHEMICAL: OLEOQ SPECIES:
RAY DATA:
CONCENTRAT [ ONCMG/L> 1.8 32.8@ 5.20 9.80 15.0@
NUMBER EXPOSED: 28 28 28 20 2@
MORTALITIES: 1 a 18 20 2@
SPEARMAN-KARBER TRIM: 2.58x
SPEARMAN-KARBER ESTIMATES: EC5@: 4.18
95 LOWER CONFIDEMCE: 2.80
95x UPPER CONFIDENCE: 4.43
DATE: TEST HUMBER: 2 DURAT I ON:
CHEMICAL: OLEO SPECIES:
RAW DATA:
CONCENTRAT I ONCMG~L> 1.84 3.60 5.20 8.8 15.00
NUMBER EXPOSED: 28 28 2@ 20 20
MORTALITIES : 1 1 13 19 20
SPEARMAN-KARBER TRIM: 5.80x
SPEARMAN-KARBER ESTIMATES: EG58: 4.73
95 LOWER COMFIDENCE: 4.13

95% UPPER GONFIDEMNCE: 5.48

48 H
SPECIES: D.SIMILIS

48

48 H
SPECIES: D.SIMILIS

48

Gs

GS

48
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DATE: TEST MWUMBER: 3 DURATION: 48 H
CHEMICAL: OLEQ SPECIES: CS
RAY DATA:
GONCENTRAT ION{MG-L> 1.88 3.88 5.28 8.8 15.80
NUMBER EXPOSED: 28 28 28 28 20
MORTALITIES: a 1 14 28 28
SPEARMAN-KARBER TRIM: B.88x
SPEARMAN-KARBER ESTIMATES: EGC58: 4.52
95% LOWER CONFIDENCE: 4.88
95 UPPER CONFIDENCE: 5.11

Ecotoxicidade aguda do lote 183 para  D. similis

DATE: 4 AGO 28 TEST NUMBER: 1 DURHTIOF48 H 1H
CHEMICAL:= OLEOQ L183 SPECIES: D.SIMILIS
RAY DATA:
GONCENTRAT IONCMG~L> 3.88 5.48 7.68 1A.78 15.88
NUMBER EXFPOSED: 28 28 28 28 28
MORTALITIES : a 3 17 28 28
SPEARMAN-KARBER TRIM: a.8a:
SPEARMAN-KARBER ESTIMATES: EC5@: 6.408
25 LOWER CONFIDEMCE: 5.92
25« UPPER CONFIDENCE: 6.92
DATE: 4 AGO 28 TEST MUMBER: 2 DURATION: 48 H
CHEMICAL: OLEO L183 SPECIES: D.SIMILIS
RAY DATA:
CONCENTRATI ON<M-L> 3.808 5.48 7.68 168.780 15.868
NUMBER EXFOSED: 28 28 28 28 28
MORTALITIES : 2 4 1?7 28 28
SPEARMAN-KARBER TRIM: 10.688x
SPEARMAN-KARBER ESTIMATES: EC58: 6.22
25% LOWER CONFIDENCE: 5.64
95» UPPER COMNFIDEMCE: 6.87
DATE: 5 AGO 2@ TEST NUMBER: 3 DURATION: 48 H
CHEMICAL: OLEOQ L183 SPECIES: D.SIMILIS
RAY DATA:
GCONGCENTRATIQMC(MG-L> 3.88 5.48 7.68 18.78 15.88
NUMBER EXPOSED: 268 28 28 28 28
MORTALITIES = a 4 8 19 28
SPEARMAN-KARBER TRIM: a.88x
SPEARMAN-KARBER ESTIMATES: EC5@: 7.46
25+ LOWER CONFIDEMCE: 6.74

95 UPPER CONFIDEMNCE: 8.27



Ecotoxicidade aguda do lote 183 para  C. silvestrii
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DATE: 29 JUL 2 TEST NUMBER: 1 DURATION: 48 H
[GHEHIGHL: OLEO L183 SPECIES: C.SILUESTRI
RAY DATA:
CONGENTRATI ONCMG/L> 1.8 3.A@ 5.2@ 8.8 15.00
NUMBER EXPOSED: 28 28 20 28 28
MORTALITIES : 6 16 20 28 28
SPEARMAN-KARBER TRIM: 30.080%
SPEARMAN-KARBER ESTIMATES: EC58: 2.21
95 LOWER CONFIDENCE: 1.91
95 UPPER CONFIDENGE: 2.55
DATE: 5 AGO 28 TEST NUMBER: 2 DURATION: 48 H
[CHEHICHL: OLEO L183 SPECIES: C.SILUESTRI
RAY DATA:
CONCENTRATIONCHGAL) 1.8 3. 5.2@ 8.8 15.9@
NUMBER EXFOSED: 20 20 20 2@ 2a
MORTALITIES: 5} i 20 28 28
SPEARMAN-KARBER TRIM: 0.8
SPEARMAN-KARBER ESTIMATES: EC5@: 3.85
95 LOWER CONFIDENCE: 3.65
95 UPPER CONFIDENCE: 4.85
DATE: TEST MUMBER: 3 DURATIOM: 48 H
CHEMICAL: OLEO 183 SPECIES: C8
RaYW DATA:
CONCENTRATIONCMG . LY i.88 3.8@ 5.28 8.8@ 15.0@
NUMBER EXPOSED: 28 28 28 28 28
MORTALITIES: 2 7 17 28 28
SPEARMAN-KARBER TRIM: 108.88:
SPEARMAN-KARBER ESTIMATES: EC5@: 3.42
95x LOWER CONFIDENCE: 2.89
95 UPPER CONFIDENCE: 4.86
Ecotoxicidade aguda do DEET para D. similis
DATE: 14 SET 2 TEST NUMBER: 1 DURATION: 48 H
CHEMICAL: DEET SPEGIES: DAPHNIA
LIS
RAW DATA:
CONCENTRATIONCMG.L> 9.37 18.7% 37.50 75.00 150.00
NUMBER EXPOSED: 2@ 28 28 2@ 2@
MORTALITIES: 2 2 17 i@
SPEARMAN-KARBER TRIM: 32.58%
SPEARMAN-KARBER ESTIMATES: EC5@: 608.74
95% LOWER CONFIDEMNCE: 5@8.61
95 UPPER CONFIDENCE: 72 .89
DATE: 27 SET 2 TEST NUMBER: DURATION: 48 H
CHEMICAL: DEET SPECIES: DAPHNIR
ILIS
RAY DATA:

CONCENTRATIONCMG. LD

?.37 18.75% 37.58
NUMEER EXFOSED: 28 28 28

MORTALITIES: 2 2 2

SPEARMAN-KARBER TRIM: 18.88:

SPEARMAN-KARBER ESTIMATES: EC5@: 66.58
?5% LOWER CONFIDENCE: 54.98

9?5 UPPER CONFIDENCE: 88.74

12

75.80 158.88
28 28

28



DATE: 6 OUT 28
CHEMICAL: DEET
LIS

RAW DATA:

COMCENTRAT IONCMG.L>

NUMBER EXPOSED:
MORTALITIES :

SPEARMAN-KARBER TRIM:
SPEARMAN-KARBER ESTIMATES:

Ecotoxicidade aguda do DEET para C. silvestrii

DATE:

CHEMICAL:
SILUVESTRI

RAY DATA:

CONCENTRATIONCMG.L>

TEST NUMBER: 3

9.37 18.75 37.58
28 28 28

a
10.88:
EC5@:

95 LOWER CONFIDENCE:
95 UPPER CONFIDENCE:

2@ SET 2
DEET

NUMBER EXPOSED:

MORTALIT

SPEARMAN-KARBER TRIM:
SPEARMAN-KARBER ESTIMATES:

IES:

TEST NUMBER: 1

4.68 2.37 15.75

28 28

a a
a.6ax

EG58:

25% LOWER CONFIDENCE:
95x UPPER CONFIDENCE:

DATE: 27 SET 2
CHEMICAL: DEET
RAY DATA:

CONCENTRATIOM{MG.L>

MUMBER E{POQSED:
MORTALITIES:

SPEARMAN-KARBER TRIM:
SPEARMAN-KARBER ESTIMATES:

DATE:

CHEMICAL:
1 SILUESTRI

RAY DATA:

CONCENTRATIONCMG . L>

27 SET 2

DEET

TEST NUMBER: 2

9.37 18.75% 37.%8
28 28 28

1 1
5 .88

EC5@:

95» LOWER CONFIDENCE:
95 UPPER CONFIDENCE:

NUMBER EXFOSED:
MORTALITIES:

SPEARMAN-KARBER TRIM:
SPEARMAN-KARBER ESTIMATES:

TEST MUMBER: 3

?.37 18.75 37.58
28 28

1 1
5.08x

EChB:

952 LOWER CONFIDENCE:

95

UPPER CONFIDENCE:

DURATION:
SPECIES:

75.88 150.00
28 28

48 H

DAPHNIA SIM

4 11 18
67.38
52.88
85.79
DURATION: 48 H
SPECIES: CERIODAPHNI
37.58 75.89 158.P@
28 28 28 28
a i 19 28
52.88
47.672
58.46
DURATION: 48 H
SPEGCIES: AGUDO DEET
75.868 158.88
28 28
2 16 28
56.46
47.49
67.11
DURATION: 48 H
SPECIES: CERIODAPHNI

28
3 1?7

75.88 158.88
28 28

28
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APENDICE J — Sumério estatistico do programa TOXSTAT 3.4 para 0s ensaios
de ecotoxicidade crbnica dos principios ativos



Ecotoxicidade cronica do lote 180 de 6leo essencial para C. silvestrii

Ensaio 1

MESTE CROMICO OLEOQ 188
Filez O 188 Transform: HO TRANSFORMATION

Chi-square test for normality: actual and expected Frequencies

INTERUAL <-1.5 -1.5 to <-8.5 8.5 to 8.5 *8.5 to 1.5 .5
[EXPECTED 4.698 16.948 26.748 16.948 4.698
OBSERVED 3 22 24 i8 3

Calculated Chi-Square goodness of Fit test statistic = 3.8765
Tahle Chi-Square value (alpha = B.81> = 13.277

Data PASS normality test. Continue analysis.

TESTE CRONICO OLEC 188
File: O 188 Transform: HO TRANSFORMATION

Bartlett’s test for homogeneity of variance
Calculated Bl statistic = 42,

Table Chi—square value = 16.81 <alpha = B.81, df = 62
Tahle Chi-zquare value = 12.59 <Lalpha = B.B5, df = 62

Data FAIL Bl homogeneity test at B.@1 level. Tey another transformation.

Li83
File: TESTE 1 Transform: NO TRANSFORM
STEEL’S MANY-ONE RANK TEST - Ho:GControl{Treatment
TRANSFORMED RANK GRIT.

GROUP IDENTIFICATION MERN SUM VALUE df SIG
i GONTROLE 16.588
2 i 19.9688 138.58 75.88 16.88
3 2 16.56808 106 .98 75.88 10.80
4 4 6.7688 60.88 75.88 10.80 *
5 8 A.6HA 55.88 75.88 1@.8@ *
3 16 B.388 55.88 75.88 18.88 *

Critical values use k = 5. are 1 tailed. and alpha = B.85%

Ensaio 2

oleo
File: teste 2 Transform: MO TRANSFORMATION

Chi-square test for normality: actual and expected freguencies

INTERUAL <=1.5 -1.5 to <-B.5 -B.5 to B.5 8.5 to 1.5 2.5
EXPECTED 4.698 16.948 26.7408 16.948 4.690
OBSERVED 3 12 32 28 3

Calculated Chi-Sguare goodness of Fit test statistic = 4.2468
Table Chi-Sguare value <alpha = B.81> = 13.277

Data PASS normality test. Continue analysis.

leo
ile: teste 2 Transform: NO TRANSFORMATION

artley’'s test for homogeneity of variance
artlett’s test for homogeneity of variance

heze two tests can not bhe perforned because at least one group has

ero variance.

ta FAIL to meet homogeneity of wariance assumption.

L183
File: TESTE 2 Transform: NO TRANSFORM
STEEL'S MANY-ONE RAMK TEST - Ho:Control{Treatment
TRANSFORMED RANK GRIT.
GROUP IDENTIFICATION MEAN SUM URLUE daf S1G
1 CONTROLE 18.808
2 i i8.788 161.58 75 .88 i68.88
3 2 16 .888 22.688 75 .88 i68.88
4 4 14.808 78.P8 ?5.88 18.P8
5 8 7.808 57.P8 ?5.88 18.P8 =*
b 16 a.80a 55.P88 ?5.988 18.988 =*

Critical values use k = 5, are 1 tailed, and alpha = B.85%

160



Ensaio 3
oleo
File: teste 3 Transform: NO TRANSFORMATION

Chi-sguare test for normality: actual and expected Frequencies

INTERUAL <-1.5 -1.5 ta <-B8.5 -8.5 to B.5 »3.5 to 1.5 »1.5
EXPECTED 4.489 16.214 25.594 16.214 4.489
OBSERVED ] 18 38 12

Calculated Chi—Sguare goodness of fit test statistic = 3.4887

Table Chi-Square value <alpha = B.81> = 13.277

Data PASS normality test. Continue analysis.

oleo

File: teste 3 Transform: NO TRANSFORMATION

Hartley’s test for homogeneity of variance
Bartlett's test for homogeneity of variance

These two tests can not he performed because at least one group has

Zero variance.

Data FAIL to meet homogeneity of variance assumption.

L183
File: TESTE 3 Transform: NO TRANSFORM
WILCOXON'S RANK SUM TEST W~ BONFERRONI ADJUSTMENT -

Ho:Control{Treatment

TRANSFORMED RANK CRIT.
GROUP IDENTIFICATION MEAN SUHM UALUE REPS 8IG
1 CONTROLE 25.333
2 1 28.889 181 .58 59.88 9
3 2 27.888 182 .88 71 .88 18
4 4 22 .888 66 .88 59.88 9
5 8 11 .188 6a.88 71 .88 18 *
[ 16 a.a8a 55 .88 71 .88 18 *
Critical values use k = 5, are 1 tailed,., and alpha = 8.85
Ecotoxicidade cronica do lote 183 de 6leo essencial para C. silvestrii
Ensaio 1
oleo 183
File: TESTE1l Tranzform: NO TRANSFORHATION
Chi—sgquare test for normality: actual and expected freguencies
INTERVAL <-1.5 -1.5 to <-8.5 -8.5 to B.5 >8.5 to 1.5 > .5
EXPECTED 4.556 16.456 25 .976 16 .456 4.556
OBSERVED 2 1?7 34 11 4
5.8874

Calculated Chi—Sguare goodness of fit test statistic =
Table Chi-Sguare value <alpha = B.81> 3.2797

Data PASS normality test. Continue analysis.

oleo 183
File: TESTE1 Transform: NO TRANSFORMATION

Hartley's test for homogeneity of variance
Bartlett's test for homogeneity of variance

zZero variance.

L 183
File: teste 1 Transform: NO TRAMSFORM

WILCOXON'S RANK SUM TEST W BONFERRONI ADJUSTMENT -

Data FAIL to meet homogeneity of variance assumption.

These two tests can not he performed becauwse at least one group has

Ho:Control{Treatment

TRANSFORMED RANK CRIT.
GROUP IDENTIFICATION MEAN SUM UALUE REFS

i CONTROLE RAD 15.568

2 i 16.168 185.58 74 .88 i8
3 2 14.08608 66.58 74 .88 i8
4 4 ?.3608 78.068 74.88 i8
5 il 3.333 45 .08 61 .88 2
6 i6 a.a08 55.08 74.88 i8

L ]

8IG

Critical values use k = 5, are 1 tailed. and alpha =

a.85
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Ensaio 2

TESTE 2 OLED 183
File: TESTE 2 Tranzform: NO TRANSFORMATION

Chi-sguare test for normality: actual and axpect:cll frequencies

INTERUAL <-1.5 -1.5 to <-8.5 -8.5 to B.5 »8.5 to 1.5 .5
EHPEC?ED 4.698 16.948 26.748 16.948 4.698
OBSERVE 4 12 37 14 3

Calculated Chi-Square goodness of fFit test statistic = 6.5788
Table Chi-Square walue <alpha = B.81) = 13.277

Data PASS normality test. Continue analysis.

ESTE 2 OLEOQ 183
ile: TESTE 2 Transform: MO TRANSFORMATION

artley’'s test For homogeneity of variance
artlett’s test for homogeneity of wvariance

heze two tests can not be performed because at leazt one group has
Er0 VAriance.

ata FAIL to meet homogeneity of variance assumption.

L183
File: TESTE 2 Transform: MO TRANSFORM
STEEL'S MANY-OME RANK TEST - Ho:Control<Treatment
TRANS FORMED RANEK CRIT.

GROUP IDENTIFICATION MEAN SUH UALUE daf SIG
1 CONTROLE 18.208
2 i 16388 ?9.58 7588 18._8@
3 2 14_988 67.88 7588 18._8@ *
4 4 14_888 67.688 7588 18._8@ *
5 8 5.5808 55.88 75 .88 18.88 =
6 16 A .8a8 55.88 75 .88 18.88 =
Critical values use k = 5. are 1 tailed. and alpha = 8.85%

Ensaio 3

TESTE 3 OLEO 183

File: TESTE 3 Transform: HO TRAMSFORHATIOW

Chi-square test for normality: actual and expected freguencies

INTERUAL {-1.5 -1.5 to <-8.5 8.5 to B.5 8.5 to 1.5 .5

[EXPECTED 4.698 16.948 26.748 16 .948 4.698

OBSERUVED 2 19 3z 12 5

Calculated Chi-Square goodness of fit test statistie = 4.2892

Table Chi—Square value Calpha = B.81> = 13,277

Data PASS normality test. Continue analysis.

TESTE 3 OLEO 183
File: TESTE 3 ITransform: HO TRANSFORMATION

Hartley's test For homogeneity of variance
Bartlett’'s test for homogeneity of variance

These two tests can not be performed because at least one group has
Zero variance.

Data FAIL to meet homogeneity of variance assumption.

L183

File: TESTE 3 Transform: NO TRANSFORM

WILCOXON’S RANK SUM TEST W~ BONFERRONI ADJUSTMENT - Ho:Control{Ireatment

TRANSFORMED RANK CRIT

GROUP IDENTIFICATION MEAN SUH UALUE REFPS 8IG
1 CONTROLE 17.868
2 1 17.888 187.58 74 .80 18
3 2 14,368 g82.88 74.808 i8
4 4 11.6688 73.08 74 .80 18 *
5 8 2.556 45 .88 61 .60 ? *
6 16 a.889 55.08 74.80 18 *
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Ecotoxicidade cronica do DEET para C. silvestrii

Ensaio 1

ESTE 1 DEET
ile: TESTE 1 DEET Transform: HO TRANSFORMATION

hi-sgquare test for normality: actual and expected Frequencies

INTERVAL <-1.5 =1.5 to <-8.5 =8.5 to B.5 8.5 to 1.5 1.5
PECTED 2.412 8.712 13.752 8.712 2.412
BSERVED 3 & 16 18 1

lculated Chi-Square goodness of fit test statistic = 2.3721
able Chi-Sguare value <alpha = B.81)> = 13.277

ta PASS normality test. Continue analysis.

TESTE 1 DEET
File: TESTE 1 DEET Transform:= NHO TRAMNEFORMATION

Bartlett’s test for homogeneity of variance
Calculated Bl statistic = i4.14

Bartlett's test using average dtg»ecs of freedom
Calculated B2 statistic = u
Bazed on average replicate size of 8.088

Table Chi-sguare values = 11.34 <alpha = B.81. df = 3>
Table Chi—sgquare value = ?.81 <alpha = 8.85,. df = 3>

Data FAIL Bl homogeneity test at B.01 level. Tey another transformation .

SUMMARY OF FISHER'S EXACT TESTS

HUHBER HUMBER 816G
GROUP IDENTIFICATION EXPOSED DEAD CP=_85>
CONTROL 9 a
1 3.75 i@ 1
2 7.5 i@ a
3 15 i8 a
4 3a i@ i@ "
bk (4] i@ 18 L

TESTE 1 DEET
File: TESTE 1 DEET Transform: MO TRAMSFORM

WILCOXON'S RANK SUM TEST Wr EONFERRONI ADJUSTHENT = Ho:Control{Treatment

TRANSFORMED RANK CRITI.
GROUP IDENTIFICATION HEAN SUH URLUE REPS  SIG
1 CONTROLE AGUA 24.111
2 3.75 MG.L 23.788 96 .88 71.8a i@
3 7.5 MG.L 23.286 57.58 37. 7
4 15 HG.I. 18 1&3 BE.M '?1.33 i@
5 MG.L 55. i@ "
6 SB MG. L D m 55. BB '?1 GG i8 =

Critical values use k = 5, are 1 tailed. and alpha = B.85

Ensaio 2

EET
ile: TESTE 2 Tranzform: HO TRANSFORMATION

hi-square test Ffor normality: actual and expected Frequencies

INTERUAL <=1.5 -1.5 ta <-8.5 -A.5 to B.5 »>A.5 to 1.5 .5

PECTED 3.819 13.794 21.774 13.794 3.819
BSERVED 5 18 22 18 2

leculated Chi-Sguare goodness of fit test statistic = 3.5688
able Chi-Sguare value <alpha = B.81> = 13.277

ta PASE normality test. Continue analysis.

EET
ile: TESTE 2 Transform: MO TRANSFORMATION

Hartley's test fFor homogeneity of variance

Calculated H statistic {max Var min Var> = .28
Closest, conserwvative. Table H statistic = 12.1 <Calpha = B.81>

Uzed for Table H ==> R <# groups) = 6. df (8 reps—-1> = 9
fictual values ==} R <t groupsz) = 6. df # avg weps—-1> = 8.58
Caverage df wused>

Data PASS homogeneity test. Continue analysis.



SUMMARY OF FISHER'S EXACT TESIS

HUMBER MUHBER

AN
-
7]

GROUF IDENTIFICATION EXPOSED DEAD =.85>
CONT ROL ia a
1 3.75 mg.1 18 a
2 7.5 mg.l i8 i
3 15 mg.1l 18 a
4 38 mg.l i@ a
5 68 mg.l i8 5]
TESTE 2 DEET
File: TESTE 2 DEET Transformn: NO TRANSFORMATION
BONFERRONI t-TEST = TABLE 1 OF 2 Ho:zControl{Treatment
TRAMSFORHED MEAM CALCULATED IN
GROUP IDENTIFICATION HEAN ORIGINAL UNITS T STAT SIG
1 CONTROLE AGUR 16.625 16.625
2 .75 MG.L 9.788 i19.7ea -1.280
3 7.5 HG.L 15.667 15.667 B.389
4 15 HG.L 18 .888 18.888 -8.572
5 38 HG.L 18.125 18.125 -8.592
[ 68 HG.L 4.125 4.125 4.936 =
Bonferroni t table walue = 2.42 €1 Tailed Value, P=0.85, df=48.5>
Ensaio 3
TESTE 3 DEET
File: TESTE 3 DEET Transform: NO TRANSFORMATION
Chi-square test for normality: actual and sxpected frequencies
INTERUAL <-1.5 -1.5 to <-8.5 -8.5 to 8.5 >8.5 to 1.5 ».5
[EXFPECIED 3.216 11.616 18.336 11.616 3.216
OBSERUVED 3 9 28 13 3

Calculated Chi-Square goodness of fit test statistic = 8.7341
Table Chi-Square value <alpha = B.81> = 13.277

Data PASS normality test. Continue analysis.

TESTE 3 DEET
File: TESTE 3 DEET Transform: MO TRANSFORMATION

Bartlett’s test for homogeneity of wariance
Calculated Bl statistic = 21.12

Bartlett's test using average deerses of freedomn
Calculated B2 statistiec = 28.2
Based on average replicate size of 8.68

Table Chi-square value = 13.28 <alpha = 8.81, df = 4>
Table Chi-zquare value = ?7.49 <Calpha = 8.85, df = 4>

Data FAIL Bl homogeneity test at B.81 level. Tey another transformation.
Data FAIL B2 homogeneity test at B.81 level. Try another transformation.

TESTE 3 DEET

File: TESTE 3 DEET Transform: NO TRAMSFORH

WILCOXON’S RANK SUM TEST W/ BONFERRONI ADJUSTHENT -  Ho:Control{Treatment

TRANSFORMED RANK CRIT.

GROUP IDENTIFICATION MEAN SUR UALUE REPS SIG
i CONTROLE AGUA 16 .808
2 3.75 19 688 125.58 ?4.808 ia
3 7.5 18.125 79.80 49 .88 8
4 15 15 .808 89 .98 74.88 i@
5 38 8.388 55.08 74.80 8 =
b 6@ a.888 55.88 74.88 18 =

Critical values use k = 5, are 1 tailed. and alpha = B.85
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APENDICE K — Sumario estatistico do programa TOXSTAT 3.4 para 0s ensaios
de radiagcdo gama com C. silvestrii



Ensaio 1

CRONICO RADIACAOD 1
File: CRONICO RAD 1 Transform:= MO TRANSFORMATION

Chi-square test for normality: actual and expected freguencies

INTERUVAL <=1.5% =1.5 to <-8.5 -8.5 to B.5 8.5 to 1.5 21.5
EXPECTED 3.953 14.278 22.538 14.2748 3.953
OBSERVED 5 9 28 13 4

Calculated Chi-Sguare goodness of fit test statistic = 3.6678
Table Chi-Square wvalue (alpha = @.81) = 13.277

Data PASE normality test. Continue analysis.

RONICO RADIACAOD 1
ile: CRONICO RAD 1 Tranzsformn: HO TRANSFORMATION

Bartlett's test for homogeneity of wariance
Caleulated Bl statistic = 65.35

Bartlett’'s test using average dagrnns of freedom
Calculated B2 statistic = 64.3
Based on average replicate size of 8.83

Table Chi-square value = 15.89 <alpha = .81, df = 52
Table Chi-square value = 11.87 J{alpha = B8.85, df = 5>

Data FAIL Bl homogeneity test at B.81 level. Try another transformation.
Data FAIL B2 homogeneity test at B.81 level. Try another transformation.

SUMMARY OF FISHER'S EXACT TESTS

NUHBER NUMBER  SIG

GROUP IDENTIFICATION EXPOSED DEAD (P=.@85>
CONTROL 18 a
1 188 cY i 2
2 58 GY 18 a
3 25 GY 18 2
4 12,5 GY i@ a
5 6.25 GY 18 a
CRONICO RADIACAD 1
File: CRONICO RAD 1 Transform: NO TRANSFORMAT ION
HILCDRON'E RANK SUM TEST W~ BONFERRONI ADJUSTMENI -  Ho:Control{Treatment
| TRANSFORMED RANK CRIT.
GROUP IDENTIFICATION MEAN SUH UALUE REPS  SIG
i CONTROLE 23.3088
2 188 #.1088 55 .88 74.08 id =
3 58 4.308 66 .60 74.88 ia =
4 25 21.108 8%. 4. i
5 12.5 27.188 184 .98 74.88 18
& 6.25 23.111 8@.80 61.88 7

Critical values use k = 5, are 1 tailed., and alpha = 8.85

Ensaio 2

CRONICO RAD 2
File: CRONICO RAD 2 Transform: HO TRANEFORHATION

Chi-square test for normality: actual and expected Freguencies

INTERUAL <-1.5 -1.5 to <-8.5 -8.5 to B.5 8.5 to 1.5 2.5
[EXPECT ED 4.828 14.528 22.928 14.528 4.828
OBSERUVED 3 9 a5 18 3

Calculated Chi-Square goodness of Fit test statistic = 18.38%99
Table Chi-Square value <alpha = 8.81> = 13.277

Data PASS normality test. Continue analysis.
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CROMICO RAD 2
File: CRONICO RAD 2 Transform: NO TRANSFORMATION

Hartley's test for homogeneity of variance
Bartlett’s test for hunusena:ty of variance

Theze two tests can not be performed because at least one group has

Zero variance.

Data FAIL to meet homogeneity of wvariance assumption.
fAdditional transformations are useless.

SUMHARY OF FISHER'S EXACT TESTS

HUHBER HUHBER S1G
GROUP IDENTIFICATION EXPOSED DERD CP=.85>
CONTROL i8 a
1 188 iR 7 =
2 58 i8 a
3 25 i@ a
4 12,5 i8 a
L 6,25 i@ (]
CRONICO RAD 2
File: CRONICO RAD 2 Transform: MO TRANSFORMATION
:UILGI‘.IKBH'S RAMK SUM TEST W/ BONFERROMI ADJUSTMEWNT = Ho:Control{Treatment
| TRAMS FORHED RANK CRIT.
GROUP IDENTIFICATION MEAN sSUM UALUE REPS sS1G
| i COMTROLE H20 19 .888
2 188 a.888 55.88 74.88 18 =
3 ca 3.588 £L.58 74.88 18 "
4 25 16.808 B88.88 74.88 18
5 12.5 1i8.708 181.58 ?4.88 18
b 6,25 18.2688 7. 18
Critical values use k = 5, are 1 tailed. and alpha = B.85
Ensaio 3
CRONICO RAD 3
File: CRONICO RaD 3 Transform: HO TRANSFORMATION
Chi-square test for normality: actual and expected frequencies
IMTERVAL {-1.5 -1.5 to <-8.5 -8.5 to 8.5 *A.5 to 1.5 .5
EXPECTED 4.828 14.528 22.928 14.528 4.828
OBSERUVED 4 9 32 11 4

Calculated Chi- Sq;ual-e gnnllness of fit test stat:l.sti.c = 6.5492
Table Chi-Square value {alpha = B.61> = 13.277

Data PASS normality test. Continue analysis.

CROHICO RAD 3

File: CROMICO RaAD 3 Transform: HO TRANSFORMATION

Bartlett’'s test for homogeneity of variance
Calculated Bl statistic = 31.85

Table Chi-square values = 15.89 Calpha = B.81, df = 53
Tahle Chi—square value = 11.87 <d{alpha = 8.85, df = 53>

CRONICO RAD 3

Data FAIL Bl homogeneity test at 8.81 level. Try another transformation.

File: CROMICO RAD 3 Transform: NO TRANSFORMATION
HILCDHOH S RANK SUM TEST U BOWNFERRONI ADJUSTMENT -  Ho:Control{Treatment
TRANSFORMED RANK CRIT.
GROUP IDENTIFICATION HEAN SuM URLUE REPS SIG
1 CONTROLE AGUA i6.888
2 168 B.488 6@.58 74.00 18 =
3 58 2.688 63.58 ?4.08 18 =
4 25 i6.988 95.88 74.008 18
5 12,5 22.588 144.58 74.88 18
6 6,25 i6.808 188.58 74.00 i8

Critical values use k = 5, are 1 tailed. and alpha = B.85
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APENDICE L — Sumario estatistico do programa TOXSTAT 3.4 para 0s ensaios

de ecotoxicidade cronica dos principios ativos com os organismos irradiados



Organismos irradiados e submetidos ao 6leo essencia |

Ensaio 1

OLEO+RAD
File: TESTE 1 Transform: MO TRANSFORMATION

Chi-square test for novmality: actual and expected freguencies

INTERVAL €=1.5 =1.5 to <-8.5 -8.5 to B.5 »8.5 to 1.5 »1.5
EXPECTED 4.828 14.528 22.920 14.528 4.828
OBSERVED 3 8 32 i5 2

Calculated Chi-Sguare goodness of fit test statistic = 7.8145
Table Chi-Square value {alpha = @.81)» = 13.277

Data PASE normality test. Continue analyszis.

OLEO+RAD
File: TESTE 1 Transform: NO TRANSFORMATION

Bartlett's test for homogeneity of variance
Calculated Bl statistic = 99.38

Table Chi-square value = 15.89 <d<alpha = 8.81,. dfF = 5>

Table Chi-square value = 11.87 <alpha = 8.85, df = 53
Data FAIL Bl homogeneity test at B.B1 level. Try another transformation.
DE+HKAD
File: T1 Transform: NO TRANSFORMATION
STEEL'S MANY-ONE RANK TEST - Ho:Control{Ireatment
TRANEFORMED RANK CRIT.
GROUP IDENTIFICATION MEAN SUM UALUE df 2IG
1 CONTROLE RAD 12.508
2 1 12.408 188.58 ?5.808 14.680
3 2 16.6808 112.58 ?5.808 14.680
4 4 11.5P8 L5h.80 ?5.808 14.680 *
L ] a.380 L5h.80 ?5.808 14.680 *
[ 16 a.180 L5h.88 ?5.88 18.480 *
Critical values use k = 5, are 1 tailed. and alpha = 8.85%
Ensaio 2
OLEO+RAD
File: TESTE 2 Transform: NO TRANSFORMATION
Chi-square test for normality: actual and expected freguencies
INTERVAL £-1.5 -1.5 to <-8.5 -8.5 to B.5 »8.5 to 1.5 »1.5
EXFECTED 4.828 14.52@ 22.928 14.528 4.828
OBSERVED 3 i8 29 16 2
Caleulated Chi-Sqguare goodness of Fit test statistic = 4.4446
Table Chi-Square value {alpha = B.81> = 13.277
Data PASE normality test. Continue analysis.
OLEQO+RAD
[File: TESTE 2 Transform: NO TRANSFORMATION
Bartlett’s test for homogeneity of wariance
Galeulated Bl statistic = 52 .55
Tahle Chi-sguare value = 15.89 <dalpha = B.81, dfF = 52
Tahle Chi-square value = 11.87 <alpha = B.85, df = 5>
Data FAIL Bl homogeneity test at B.B1 level. Try another transformation.
DE+HAD
File: T2 Transform: MO TRANSFORM
STEEL’S MAMY-OME RAMK TEST = Ho:Control{Treatment
TRANS FORMED RANK GRIT.
GROUP IDENTIFICATION MEAN SUM UALUE df 851G
i CONTROLE RAD 17.588
2 1 18.1868 125 .80 ?5.80 14.68
3 2 13.588 76 _8A 7588 18._088
4 4 92 .480 55.80 ?5.680 16.08 *
5 g 3.280 55h.80 75 .80 14,688 *
b i6 a.588 L5 .88 ?5.688 18.688 *
Critical values use k = 5, are 1 tailed, and alpha = B_85
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Ensaio 3

DLEO+RAD
File: TESTE 3 Transform: NO TRANSFORMATION

Chi-square test fFor novmality: actual and expected frequencies

INTERUAL <1.5 -1.5 to <-8.5 -8.5 to 8.5 8.5 to 1.5 .5
EXPECTED 4.6828 14.528 22.928 14.528 4.628
DBSERUVED i 17 28 9 5

Calculated Chi-Square goodness of fit test statistic = 6.1557
Table Chi-Square value Calpha = 8.81> = 13.277

Data PAEE normality test. Continue analysis.
OLEO+RAD
File: TESTE 3 Transform: NO TRANSFORMATION

Bartlett’s test for homogeneity of variance
Calculated Bl statistic = 32.

Table Chi-square value = 15.89 <alpha = 8.81, df = 5>
Table Chi-square value = 11.87 <alpha = B.85, df = 52

Data FAIL Bl homogeneity test at B.81 level. Try another transformation.
OE+RAD L183

File: T3 Transform:= NO TRANSFORM
STEEL’S MANY-ONE RANK TEST - Ho:Control{Treatment
TRANSFORMED RANK GRIT.

GROUP IDENTIFICATION MEAN SUM UALUE daf 8IG
i CONTROLE RAD 15.1@0
2 1 15.500 113 .00 75 .89 168.008
3 2 12.1P0 6%.508 75 .88 10.088 *
4 4 9 .4808 56.508 75 .88 108.88 *
5 8 3.280 55.88 75 .89 168.008 *
6 16 8.588 55.88 75.88 108.088 *

Critical values use k = 5, are 1 tailed. and alpha = B.85

Organismos irradiados e submetidos ao DEET

Ensaio 1

gE}.‘l‘ +RAD
ile: TESTE 1 Transform: HO TRANSFORMATION

IChi-zgquare test for normality: actual and expected frequencies

INTERVAL {-1.5 -1.5 to <-8.5 -8.5 to 8.5 »8.5 to 1.5 1.5
[EXPECTED 4.828 14.528 22.928 14.528 4.828
IOBSERVED 2 18 33 14 1

ICalculated Chi-Square goodness of Fit test statistic = 9.1425
Table Chi-Square value {alpha = B.81> = 13.277

)ata PASS normality test. Continue analysis.
DEET +RAD
File: T1 Transform: NO TRANSFORHATION

Bartlett’'s test for homogeneity of variance
Calculated Bl statistic = 18.6

Tahle Chi—;quare value = 11.34 <alpha = B.ﬁi, df »
Table Chi—square value = 7.81 <alpha = B.85,. df »

Data PASE Bl homogeneity test at B.A1 level. Continue analysis.
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DEET «+RAD

File: TESTE 1 Transform: NO TRANSFORM
DUNNEIT’S TEST - TABLE 1 OF 2 Ho:Control{Treatment
TRANSFORMED MEAN CALCULATED
GROUP IDENTIFICATION MEAN ORIGINAL UHITS T STRT SIG
i CDHTROLE Rﬂh 16.208 16.208
2 15.568 15.588 1.225
3 ? 5 15.888 15.868 2.181
4 15 13.0888 13 .888 5.682 =
5 3a 8.888 8. 888 28.3680 =
[ (1] B.888 8.888 28.368 =
Punnett tahle value = 2.31 €1 Tailed Value., P=08.8B5. d4f=48.5>
Ensaio 2
DEET+RAD
File: TESTE 2 Transform: NO TRANSFORHATION
ﬂhl-squaru test for normality: actual and expected frequencies
LNIEHUHL <-1.5 -1.5 to <-8.5 -8.5 to B.5 »8.5 to 1.5 2.5
EHPEGTED 2.688 7.688 15.288 7.688 2.688
FBBERUED 4 7 i8 1@ 1
halculated Chi-Square goodness of fit test statistic = 2.94988
Fahln Chi-Square value {alpha = @.81> = 13.277
hata PASE normality test. Continue analysis.
DEET +RAD
File: TESTE 2 Transform: NO TRANSFORMATION
Bartlett’s test for homogeneity of variance
Calculated Bl statistic = 2.58
Table Chi-square value = 11.34 <alpha = B.81, df = 3>
Table Chi-square value = 7.81 <alpha = B.85, 4f = 3>
Data PASE Bl homogeneity test at B.81 level. Continue analysis.
DEET +RA
File: TESTE 2 Transform: NO TRANSFORM
DUNNETT’S TEST - TABLE 1 OF 2 Ho:Control<{Treatment
TRANSFORHED MEAN CALCULATED IN
GROUP IDENTIFICATION HEAN ORIGINAL UNITS T STAT SIG
1 CONTROLE RAD 15.888 15.888
2 3.75 14.860 14.888 a.137
3 7.5 13.388 13.388 1.165
4 i5 13.188 13.188 1.382
5 38 A.8688 B.888 18.282 =
[ 68 a.8068 B.888 18.282 =
Dunmett tahle value = 2.31 €1 Tailed Value. P=B.85. d4f=48.5>
Ensaio 3
DEET +RAD
File- TESTE 3 Transform: NO TRANSFORHATION
Chi-sguare test for novmality: actual and expected Freguencies
INTERUAL £-1.5 -1.5 to <-8.5 -A.5 to B.5 8.5 to 1.5 .5
EXFPECTED 4.828 14.528 22.928 14.528 4.828
OBSERUVED 4 9 34 i8 3

Calculated Chi-Sgquare goodness of fit test statistic = 9.1288
Table Chi—Square value <alpha = 8.81> = 13.277

Bata PASE normality test. Continue analysis.

DEET +RAD
File: TESTE 3 Transform: HO TRANSFORHATION

Bartlett’s test for homogeneity of wariance
falculated Bl statistic = 13.64

Table Chi-square value = 11.34 <alpha = B.81,. df = 3>
Table Chi-square value = ?7.81 <alpha = B.85,. df = 3>

Data FAIL Bl homogeneity test at B.81 level. Try another transformation.



DEET +RAD
File: TESTE 3 Transform: N0 TRANSFORM
DUMMETT'S TEST - TABLE 1 OF 2 Ho:Control{Treatment
TRANS FORMED MEAN CALCULATED IN
GROUP IDENTIFICATION HEAM ORIGINRL UNITS T STAT SIG
1 CONTROLE RAD 16.308 16.388
2 3.75 14.388 14.308 1.226
3 7.5 14.868 .Baa .928
4 15 12.688 12.688 2.269
5 38 8,668 8.80a 9.994 =
6 68 a.aa8 @8.8a88 9.994 =

Dunnett tahle value = 2.31 €1 Tailed Ualue. P=H.AS5. df=4B.5)
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APENDICE M — Sumario estatistico do Teste t de Student do
programa TOXSTAT 3.4



Ecotoxicidade crénica com OE - Controle de agua e C

Lote 180

Ensaio 1

1188 1

File: TESTE 1

t—test of Solvent and Blank Controls

Transform:

174

ontrole de DMSO

NO TRANSFORM

Ho:GRP1 MEAM = GRPZ MEAM

GRP1 C(SOLUENT CRTIL> MEAN = 16 .5808 CALCULATED t UALUE = -B._8945

GRP2 ¢(BLANK CRIL> MEAN = 17.8008 DEGREES OF FREEDOM = 18
DIFFERENCE IN MEANS = -1 .3888

TABLE t UALUE <@.@5 <(2>.18> = 2.161 NO significant difference at alpha=8.8%
TABLE t UALUE <@.81 <2>.18> = 2.878 MO significant difference at alpha=8.81
Ensaio 2
L18@ 2
File: TESTE 2 Transform: HO TRAHSFORM

t—test of Solvent and Blank Controls Ho:GRP1 MEAN = GRPZ MEAN

GRP1 (SOLUENT CRTL)> MEAN 18._5000 CALCULATED t UALUE A._80898

GRP2 (BLANK CRIL> MEAN = 17.668008 DEGREES OF FREEDOM = 18
DIFFERENCE IN MEANS 1.2008
TABLE t VALUE <@.8% (2>.18> = 2.181 NO significant difference at alpha=8.85%
TABLE t VALUE <A.@1 <2>.18> = 2.878 NO significant difference at alpha=8.81
Ensaio 3
L18a 3
File: TESTE 3 Transform: WO TRANSFORM

t—test of Solvent and Blank Controls

Ho:GRF1 MEAN = GRPZ MEAN

GRP1 (SOLUENT CRTL> MEAN 25.3333 CALCULATED t UALUE -8.2779

GRP2 (BLANK CRIL)> MEAN = 25._90008 DEGREES OF FREEDOM = 1?7
DIFFERENCE IN MEANS -B.5667

TABLE t UALUE <@.@5 (2> 17> = 2_11@ NO significant difference at alpha=@_#5
TABLE t UALUE <@8.81 <(2>.1%7> = 2_898 NO significant difference at alpha=0_81

Lote 180
Ensaio 1
B3
File: TESTE 1 Transform: NO TRANSFORM
t—test of Solvent and Blank Controls Ho:GRP1 MEAN = GRF2 MEAN
GRP1 (SOLUENT CRTL>» MEAN 15.5008 CALCULATED t UALUE a.37a7
GRPZ (BLAWK CRIL> MEAN = 15 .6808 DEGREES OF FREEDOM = 17
DIFFERENCE IN MEANS a.5a888
TABLE t UALUE <@A.@5 <2>.17> 2.118 NO significant difference at alpha=8.85
TABLE t UALUE <A._@1 <2>_17> = 2_898 NO significant difference at alpha=8_81
Ensaio 2
L183 2
File: TESTE 2 Transform: NO TRANSFORM

t—test of Solvent and Blank Controls

Ho:GRP1 MEAN = GRPZ MERN

GRF1 (SOLUENT CRIL> MEAN = 18.28068 CALCULATED t VALUE 2.1388

GRP2 (BLAWK CRIL} MEAH = 1568808 DEGREES OF FREEDOM =

DIFFERENCE IH MEANS = 2 .6808

TABLE t UALUE <@_@AS (2> 18> = 2.181 SIGNIFICANT DIFFERENCE at alpha=8.85
TABLE t VALUE <@.81 <2>.18> = 2.878 NO significant difference at alpha=8.81



Ensaio 3
L183 2
File: TESTE 3 Transform: HO TRANSFORM
t—test of Solvent and Blank Controls Ho:GRF1 MEAN = GRF2Z MEAN

GRP1 <(SOLUENT CRTL> MEAN = 17.8888 CALCULATED t VUALUE = —-8.3471
GRP2 (BLANK CRTL> MEAN = 17.7089 DEGREES OF FREEDOM =
DIFFERENCE IN HEHNS =

TABLE t VALUE ¢ 2).18> = -101 MO significant dlfference at al a=0.85%
TABLE t VALUE (B 31 (2) i8> = 2.878 NO 31gn1flcant difference at alpha =B.81

Organismos irradiados e expostos ao OE - Controled e agua e Controle de organismos irradiados

Ensaio 1
DE+RAD
File: TESTE 1 Transform: NO TRANSFORM

t—test of Solvent and Blank Controls Ho:GRP1 MEAM = GRFZ MEAN
GRP1 C(SOLUENT CRTL> MEAN = 209880 CALCULATED t UALUE A.7454
GRP2 (BLANK CRIL} MEAN = 1958008 DEGREES OF FREEDOM = 18

DIFFERENCE IN MEANS a.5008
2.1 NO significant difference at alpha=A_85

TABLE t UALUE <B.B5 <2>.18>
TABLE t UALUE <@.B1 <2>,.18> 2.878 NO significant difference at alpha=A_81

Ensaio 2
DE+RAD
File: T1 Transform: NO TRANSFORM
t—test of Solvent and Blank Controls Ho:GRF1 MEAN = GRP2Z MEAN
GRP1 (SOLVENT CRTL> MEAN 18.50808 CALCULATED ¢ VALUE = B.8847
GRPZ (BLANK CRTL>» MEAN = 17.50808 DEGREES OF FREEDOM = 18
DIFFERENCE IN MEANS 1.8808
TABLE t UALUE <@.85 <2>.18> 2.181 NO significant difference at alpha=0.8%

TABLE t UALUE <@.81 <2>.18> = 2.878 MO significant difference at alpha=8.81

Ensaio 3
QE+RAD
File: T3 Transform: HO TRANSFORM
t—test of Solvent and Blank Controls Ho:GRP1 MEAN = GRP2 MEAN
GRP1 (SOLUENT CRTL)> MEAN 15.6888 CALCULATED t UALUE B.6623
GRPZ (BLAWK CRTL> MEAN = 15.1i8688 DEGREEE OF FREEDOH = 18
DIFFERENCE IH MEAMS A.5888

TABLE t UALUE <@.@5 <2>,18> 2.1A1 NO significant difference at alpha=8.085
TABLE t VALUE <8.81 <2>.18> 2.878 NO significant difference at alpha=8.81

Organismos irradiados e expostos ao OE - Controled e agua e Controle de DMSO

Ensaio 1
DE+RAD
File: TESTE 1 Transform: NO TRANSFORM
t—-test of Solvent and Blank Controls Ho:GRP1 MEAN = GRP2 MEAN
GRP1 {(SOLUENT CRTL> MEAH 208 _898A CALCULATED t UALUE A_4482
GRP2 (BLANK CRTL> MEAH = 19 8888 DEGREES OF FREEDOM = 18
DIFFERENCE IN HEAHE 1i.8868

TABLE t UALUE <@A_B5 {(2>.18> 2.1 NO significant difference at alpha=A_85%
TABLE t UALUE <@_\1 (2>_.18> = 2_878 NHO significant difference at alpha=8_81
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Ensaio 2
QE+RAD
File: T2 Transform: NO TRANSFORM
t—test of Solvent and Blank Controls Ho:GRP1 MEAN = GRP2 MEAN
GRP1 (SOLUENT CRTL> MEAN 18.5880 CALCULATED t UALUE 1.5143
GRPZ (BLANK CRIL> MEAN = 16 .5888 DEGREES OF FREEDOM = 18

DIFFERENCE IN MEANS 2.8800

TABLE t UALUE <@.85% (2>,18> = 2.181 NO significant difference at alpha=8.08%
TABLE t UALUE <@A.@A1 (2>,18> = 2_878 MO szignificant difference at alpha=A_681

Ensaio 3
OE+RAD
File: T3 Transform: NO TRANSFORM

t—test of Solvent and Elank Controls Ho:GRP1 MEAN = GRP2 MEAN
GRF1 (SOLUENT CRTIL> MEAN 15 . 6888 CALCULATED t VALUE = B.2433
GRP2 (BLAHWK CRTL> MEAN = 15 . 4888 DEGREES OF FREEDOM = 18
DIFFERENCE IN MEAMNS d.2888

TABLE t VALUE <@.B5% <{2>.18> 2.191 NO significant difference at alpha=08.8%
TABLE t VALUE <@A.B1 <2>.18> = 2.878 NO significant difference at alpha=8.81

Organismos irradiados e expostos ao OE - Controled e DMSO e Controle de DMSO com organismos

irradiados
Ensaio 1
DE+RAD
File: T1 Transform: HO TRANSFORM
t—test of Solvent and Blank Controls Ho :GRP1 MEAN = GRP2Z2 MEAN
GRP1 <SOLUENT CRIL> HMEAN 17 5808 CALCULATED t UALUE @.22508
GRP2 (BLANK CRTL)> MEAN = 19 .880A DEGREES OF FREEDOH = 18

DIFFERENCE IN MEANS 8.580a

TABLE t VALUE <@.85% (2)>.18)> 2.181 NO zignificant difference at alpha=8.85%
TABLE t VALUE <@.81 (2>.18> = 2.878 N0} significant difference at alpha=8.81

Ensaio 2
OE+RAD
File: T2 Transform: NO TRANSFORM
t-test of Solvent and Blank Controls Ho:GRF1 MEAN = GRP2 MEAN
GRF1 (SOLUENT CRTL> MEAN 17.4068@ CALCULATED t VALUE A.4297
GRP2 (BLANK CRTL> MEAM = 165004 DEGREES OF FREEDOM = 18

DIFFERENCE IMN MEANS a.7088

TABLE t UALUE <B.85 <(2>.18)> 2.181 N} significant difference at alpha=8.85
TABLE t UVALUE <B.81 (2>.18> 2.878 NO significant difference at alpha=0.81

Ensaio 3
JE+RAD
File: T3 Tranzform: HO TRANSFORM
t—test of Solvent and Blank Controls Ho:GRP1 MEAN = GRP2Z MEAN
GRF1 <¢SOLUENT CRTL> MEAMN = 15 .88688 CALCULATED t UALUE -A.5242
GRP2 (BLANK CRTL}> MEAH = 1548988 DEGREES OF FREEDOM = 18
DIFFERENCE IN MEANE = —8.4888

TABLE t VALUE <B.8% <{2>.18> 2.1081 NO significant difference at alpha=8.85%
TABLE t VALUE <@.81 <2>.18> 2.878 NO significant difference at alpha=08.81
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Organismos irradiados e expostos ao DEET - Controle

177

de agua e Controle com organismos irradiados

Ensaio 1
DEET
File: T1 Transform: NO TRANSFORM
t-test of Solvent and Blank Controls Ho:GRP1 MEAN = GRP2 MEAN
GRP1 (SOLUENT CRIL> MEAN = 16 9008 CALCULATED t UALUE = 1.6348
GRP2 (BLAMK CRTL)> MEAN = 16 . 2008 DEGREES OF FREEDOM = 18
DIFFERENCE IN MEANS = a.7688a
THBLE t UALUE <@_.@5 (2> 18> = 2_181 NO significant difference at alpha=8.85
TABLE t UALUE <@A.81 <¢2>. 18> = 2_878 NO significant difference at alpha=8.81
Ensaio 2
DEET
File: T2 Transform: NO TRANSFORM
t—test of Solvent and Blank Controls Ho: GRP1 HEHH = GRP2Z MEAN
GRF1 (SOLUEHT CRTL> MEAN = 15.1808 CALCULATED t UHLUE = B.8638
GRP2 (BLANK CRTL> MEAN = 15.080808 DEGREES OF FREEDOM = 18
DIFFERENCE IN MEANS = A.1688A
TABLE t UALUE <A.@A5 (2>.18> = 2.181 NO significant difference at alpha=0._8%
TABLE t UALUE (A.81 <2>.18> = 2.878 NO significant difference at alpha=0.81
Ensaio 3
DEET
File:= T3 Transform: NO TRANSFORM
t—test of Solvent and Blank Controls Ho:GRP1 MEAM = GRF2 MEAMN
GRP1 (SOLUENT CRTL)> MEAN = 16 .70808 CALCULATED t UALUE = B.145%7
GRP2 (BLANK CRTL> MEAN = 16 300808 DEGREES OF FREEDOM =

DIFFERENCE IN MEANS 8.4888

[ABLE t UALUE <@.@5 <(2>,18> =
[ABLE t VALUE <@.81 <2),18> = 2.878

NHO significant difference
NQ significant difference

at alpha=8_8%
at alpha=8.81

Organismos irradiados e néo irradiados expostos ao OE

OLEO
File: OLEOD Transform:= MO TRANSFORM
t—test of Solvent and Blank Controls Ho:GRF1 HEAM = GRP2 HEAN
GRP1 <SOLUENT CRIL> HEAN = 18.3333 CALCULATED t VALUE = -8.8359
GRP2 {BLANK CRTL> HEAN = 18.4833 DEGREES OF FREEDOH = i@
DIFFERENCE IM MEANS = -8.1588
TABLE t UVALUE <(8.85 <(2>.18> = 2,228 MO zignificant difference at alpha=8.85

TABLE t VALUE <@.@1 <2>.18> = 3_.169 HO significant difference at alpha=9.81

Organismos irradiados e ndo irradiados expostos ao DEET

DEET
File: DEET Transform: HO TRANSFORM

t=test of Suluunt and Blnnh Cuntruls Ho:GRP1 MEAH = GRPZ HEAN

GRP1 {SOLUENT CRTL> HERN = 13.“333 CALCULATED t VALUE = E.BB@?

GRPZ (BLANK CRTL)> HEAN = 18.1888 DEGREES OF FREEDOM = i
DIFFERENCE IN MEANS = 31.7333

TABLE t UALUE <@.B5 (2>.1@8> = 2.228 NO zignificant difference at alpha=0.85
TABLE t UALUE <A.81 (2>.18) = 3.16%9 N0 significant difference at alpha=8.81
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Ecotoxicidade cronica do OE L180

Ensaio 1

o Inhibition Concentration Percentage LSt imate e

foxicant/Eff luent: LOTE 18

Test Start Date: 81.87.11 Test Ending Date: 88.87.11

Test Species: C.SILUESTRII

Test Duration: 7D

[DATA FILE:

[Conc . Humbe» Concentration Response Std. Pooled
ID Replicates MG.L-1 Means Dev. Response Means
1 18 @.868 16.588 3.689 18.288
2 18 1.868 19.9688 1.197 18.208
3 18 2.8688 16.588 4.6681 16.588
4 18 4.888 6.788 3.129 6 .788
5 18 8.86a8 68.688 @.966 @.608
6 18 16.888 B8.388 8.675 a.388

The Linear Interpolation Estimate: 2.5816 Entered P Ualue: 25

Humber of Resamplings: 88 808 Resamples Generated

The Bootstrap Estimates Mean: 2.5448 Standard Deviation: B.2672

riginal Confidence Limits: Lowewr: 2.8443 Upper: 2.8763

P?zsamp].ing time in Seconds: B.88 Random_Seed: —-187124348

Ensaio 2

nhibition oncentration ercentage stimate e

Toxicant/Ef f luent: LOTE 188 OLEO

Test Start Date: 27.88. 11 Test Ending Date: 83.87.11

Test Species: C. SILUESTR

Test Duration: DIRS

[DATA FILE:

jConc . Number Concentration Response Sed. Pooled
ID Replicates L1 Heans Dev. Response Means
i 18 a.6888 18 .888 2.388 18.858
2 18 1.6808 18.9680 3.843 18.858
3 i8 2.0888 16.868 7.969 16.888
4 18 4.688 i4.8688 5.613 i4.888
5 18 8.680 7.068 5.312 7.680
6 18 16.688 a.888 8.888 8.888

The Lineay Interpolation Estimate: 4.3397 Entered P Ualue: 25

Number of Resamplings: il 88 Resamples Generated

[The Bootstrap Estimates Mean: 4.8142 Standard Deviation: B.9836

Original Confidence Limits: Lower: 1.9888 Upper: 5.3458

P?esamp]ing time in Seconds: B.88 Random_Seed: 145253427

Ensaio 3

== Inhibition LCOncentration PErcentage ESCAMAace wuw
Toxicant/Ef f luent: LOTE 188 OLEO

Test Start Date: B7.18.11 Test Ending Date: 14.18.11
Test Species: C.SILUESTRII

Test Duration: 7 DIaAS

[DATA FILE:

[Conc . Number Concentration Response Std. Pooled
ID Replicates HG.L-1 Means Dew . Response Means
1 9 @.888 25.333 5.958 27.111
2 9 1.888 28.889 2.285 27.111
3 18 2.088 27.888 3.887 27 .888
4 9 4.0680 22.0608 6.946 22 .080868
5 i8 8.888 11.188 4.282 11.188
6 18 16.888 a.888 a.0688 a.688

[The Linear Interpolation Estimate: 4.6116 Entered P Value: 25

Humber of Resamplings: 88 88 Resamples Generated

[The Bootstrap Estimates Mean: 4.5878 Standard Deviation: B.6352

[0riginal Confidence Limits: Lower: 3.4474 Upper: 5.7829

[Resamnli.ng time in Seconds: B.88 Random_Seed: -6661868

Ecotoxicidade cronica do OE L180
Ensaio 1

== Inhibition CONCENtrat1on PercenEage Estinate =Rw

foxicant/Effluent: LOTE 183 OLEOQ

Test Start Date: B3.082.12 Test Ending Date: 18.82.12

fTest Species: C.SILUESTRII

[est Duration: ? DIAS

PATA FILE:

Conc . MHunber Concentration Response Std. Pooled
ID Replicates L1 Means Dev. Response Means
i i8 8.888 i5.588 3.274 i5.8808
2 i@ 1.68088 16.186 4.989 15.880
3 i@ 2.888 18. 688 3.266 18.688
4 i8 4.888 9.388 4.498 9.3808
5 9 & .868 3.333 1.414 3.333
[ i@ 16.8688 6. 888 a.888 a.888

[he Linear Interpolation Estimate: 1.6818 Entered P Value: 25

Humber of Resamplings: aa 88 Resamples Generated

[he Bootstrap Estimates Mean: 1.7389 Standard Deviation: B.4813

Priginal Confidence Limits: Lower: 1.4426 Upper: 2. 9

Resampling time in Seconds: B.88 Random_Seed: -164149458
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Ensaio 2

Mhibition Concentration Fer
oxicant/Eff luent: LOTE 183 OLEO
est Start Date: 29_.87.11 Test Ending Date: B5.88.11
est Species: C.SILUESTRII

est Duration: ? DIAS

centage SL1mate *ex

TA FILE:

IConc . Numher Concentration Response Std. Poo led
ID Replicates MG.L-1 Means Dev. Response Means
1 i@ 8.868 18.208 2.898 18.2688
2 i@ 1.868 16.368 2.883 16.3688
3 i8 2.888 14.988 1.969 14.988
4 i@ 4.868 14.8088 1.833 14.868
L 1@ 8.868 5.588 4.197 5.588
[ 18 16 .888 @.888 B.6888 @a.888

The Linear Interpolation Estimate: 4.4946 Entered P Ualue: 25

Humber of Resamplings: 8@ 80 Resamples Generated

The Bootstrap Estimates Mean: 4.4537 Standard Deviation: 8.3986

Original Confidence Limits: Lower: 3.9891 Upper: .B238

plesampling time in Seconds: B.88 Random_Seed: 12574143

Ensaio 3

= Inhibition Concentration FErcentage EsCimate wew
fToxicant/Eff luent: LOTE 183 OLEO

fest Start Date: 12.88.11 Test Ending Date: 19.88.11
[est Species: C.SILUVESTRII

[est Duration: ? DIAs

pATA FILE:

Conc . Number Concentration Response Std. Pooled
ID Replicates L1 Means Deu. Response Means
1 i@ a.888 17.888 3.464 17.68808
2 i@ 1.6880 17.888 5.793 17.080
3 i@ 2.888 14.388 2.359 14.388
4 i@ 4.880 i11.688 5.838 11.680
5 i@ &.880 2.388 2.359 2.388
[ i@ 16.888 a.888 A.088 a.0688

[he Linear Interpolation Estimate: 3.1481 Entered P Value: 25

Humber of Resamplings: an 88 Resamples Generated

[ he Bontstrag Estimates Mean: 2.9294 Standard Deviation: a.8i88

Priginal Confidence Limits: Lower: 1.6915 Upper: 4.6195

Pesampling time in Seconds: B.88 Random_Seed: -129699815

Ecotoxicidade crénica do DEET
Ensaio 1

Inhibition Concentration Percentage Estimate wsws
oxicant7Eff luent: deet
est Start Date: 7.18.11 Test Ending Date: 14.18.11
est Species: C. SILUESTRII

7 DIAS

est Duration:

ATA FILE:

onc . Humber Concentration Response Std. Pooled

1D Replicates MG.L Heans Dew. Response Means
1 9 8.8a8 24.988 3.162 24888

2 18 3.758 23.788 3.773 23.786

3 ? 7.588 23.714 4.424 23.786

4 18 15.888 i8.188 9.868 i8.188

5 18 38.888 a.888 a.888 a.888

6 18 68.8088 a.0888 8.088 6.888

he Linear Interpolation Estimate: 15.8829 Entered P Value: 25

umber of Resamplings: 8a #8 Rezamplesz Generated

he Bootstyap Eztimates Mean: 14.9320 Standard Deviation: 2.3123
riginal Confidence Limits: Lower: 11.3139 Upper: 18.75688
esanpling time in Seconds: B.86 Random_Seed: -871111698

Ensaio 2

— —
w# [nhibition Concentration Percentage Estimate wwss
oxicant/EfF luent: DEET
est Start Date: B4.11.11 Test Ending Date: 11.11.41
est Species: C. SILVESTRII
est Duration: ? DIAS

ATA FILE:
khnc. MHumbe » Concentration Response Std. Pooled
1D Replicates MG.L Heans Dew. Response Heans
1 a a.888 16.625 4.138 18.333
2 18 3.758 19.788 5.25@8 18.333
3 7.5608 15.667 8.396 16.895
4 i@ 15 .888 18 .8688 3.432 16.895
5 18 36.808 a.0888 @.888 a.00a
6 18 6@.888 a.088 a.08a8 a.008
'The Linear Interpolation Estimate: 17.7921 Entered P Ualue: 25
unbey of Resamplings: aa 88 Resanples Generated
he Bootstrap Estimates Mean: 17.2155 Standard Deviation: 1.9234

riginal Confidence Limits: Lower: 15.3975 U 7588

pper: 18.
esanpling time in Seconds: B.88 Random_Seed: ZBB8526128
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Ensaio 3

—
Inhibitien Concentration Percentage Estimate wes

oxicant /Eff luent: DEET

est Start Date: 18.11.11 Test Ending Pate: 25.11.11

est Species: C. SILUESTRII

est Duration: ? DIARS

ATA FILE:
khnc. Number Concentration Response Std. Pooled
ID Replicates HG.L MHeans Dev. Response Means
i i@ a.6aa 16.880 3.967 18.268
2 18 3.758 19.6088 4.169 18.2688
3 8 7.588 18.125% 3.944 18.125
4 i@ 15.688 15 .0888 3.598 15 .868
5 18 38.888 8.388 8.675 a.388
& 18 60.880 8.a8a a.a8a 8.888
The Linear Interpolation Estimate: 16.3776 Entered P Ualue: 25
umher of Resamplings: 288 8@ Resanmples Genervated
he Bootstrap Estimates Mean: 16.4516 Standard Deviation: 1.1244
riginal Confidence Limits: Lower: 13.6687 Upper: 17.9287
esanpling time in Seconds: 8.8 Random_Seed: 66178203

Radiacdo gama

Ensaio 1

i##% [nhibition Concentration Percentage Estimate wsws
Toxicant/Ef f luent: OLEQ+RAD

[Test Start Date:z 21.01.12 Test Ending Date: 27.81.12
Test Species: C.SILUESTRII

Test Duration: 7 DIAS

IDATA FILE:

Conc . Humhber Concentration Response Std. Pooled
1D Replicates Gy Heans Dew. Rezponse MHeans
1 i@ a.e88 23.308 11.384 24.552
2 9 6.258 23.111 18.831 24.552
3 18 12.588 27.188 2.424 24.552
4 i@ 25 088 21.188 ?.937 21.188
5 i8 5@.008 4.308 5.912 4.308
b i8a 186.8088 a.1i@88 B.316 B.i@88
iThe Linear Interpolation Estimate: 28.9973 Entered P Ualue: 25
unber of Resamplings: a8 88 Resamples Generated
he Bootstrap Estimates Mean: 28.8975 Standard Deviation: 3.1447
riginal Confidence Limits: Lower: 21.6782 Upper: 32.7876
ezampling time in Seconds: B8.88 Random_Seed: -592752758
Ensaio 2

Inhibition Concentration Percentage Estimate s
oxicant/Eff luent: RADIACAO

est Start Date: 10.82.12 Test Ending Date: 17.82.12
est Species: C.SILVESTRII

est Duration: 7 DIAS

ATA FILE:

ne . Humher Concentration Response Std. Pooled
1D Replicates Gy Heans Dew. Response Means
1 i@ a.a88 19.988 1.1681 19.9868
2 i@ 6.258 18.288 4.158 18.458
3 18 12.588 18.788 -133 18.458
4 18 .86a 16.80808 .B24 16 .88
5 i@ 508.880 3.588 3.719 2.580
6 i@ 188.888 8.888 @.888 a.8e8
he Linear Interpolation Estimate: 28 .5244 Entered P Ualue: 25

umber of Resamplings: 88 88 Resamples Generated
he Bootstrap Estimates Mean: 28.7974 Standard Deviation: 1.9731

riginal Confidence Limits: Lower: 24_2953 Upper: 31.6281
esampling time in Seconds: @.85 Random_Seed: 36642578
Ensaio 3

(e Inhibition Concentration Percentage Estimate wew
[Toxicant /Eff luent: RADIACAD

Test Staert Date: 82.83.12 Test Ending Date: @9.83.12
Test Species: C.SILUVESTIRII

Test Duration: ? DIAS

IDATA FILE:
iConc . Humher Concentration Response Std. Pooled
1D Replicates Gy Means Dewv. Response Means
1 18 A.088a8 16.888 6.663 18.788
2 i@ 6.2508 16.808 4.733 18.788
3 i@ 12.588 22.588 1.589 18.788
4 i@ 25 .8088 16.988 3.143 16.988
5 i@ 50.888 2.688 2.547 2.688
6 18 180.08808 a.108 B.316 8.188
The Linear Interpolation Estimate: 3B.\8262 Entered P Value: 25
umber of Resamplings: bils] 8@ Rezamples Generated
he Bootstrap Estimates Mean: 29.8368 Standard Deviation: 1.3769
riginal Confidence Limits: Lower: 27.3826 Upper: 32.1881

ezampling time in Seconds: B.86 Random_Seed: -595479456




Organismos irradiados e expostos ao OE

Ensaio 1

e Inhibition Concentration Percentage Estimate e
[Toxicant/Eff luent : OLEO+RAD

fest Start Date: 29.86.12 Test Ending Date: B6.87.12
fest Species: C.SILUESTRII

fest Duration: ? DIRS

DATA FILE:

Conc . Humhe » Concentrat ion Response Std. Pooled
ID Replicates MG.L-1 Means Dewv. Response Means
1 18 a.0800 19.588 1.434 19.5688
2 i@ 1.PA88 19.488 2.591 19.488
3 i@ 2.pa@ 16 . 880 11.324 i6 888
4 18 4.8868 11.568 5.184 11.568
5 i@ §.pB@ a.388 a.949 a.38a
6 i@ i6.P@@A a.188 B.316 a.1988
The Linear Interpolation Estimate: 2.6111 Entered P Value: 25

NHumber of Resamplings: a8 88 Resamples Generated

[he Bootstrap Estimates Mean: 2.5435 Standard Deviation: B.6668
Driginal Con?idence Limits: Lower: 1.5774 Upper: 5625
Resampling time in Seconds: 8.88 Random_Seed: -319138248

Ensaio 2

AR Inhihition Concentration Percentage Estimate WWW
Toxicant/Ef f luent: OLEQ+RAD

Test Start Date: 86.87.12 Test Ending Date: 13.87.12
Test Species: C.SILVESTRII

Test Duration: ? DIAS

IDATA FILE:

Conc . Humbe Concentration Response Sed. Pooled
D Replicates MG.L-1 Means Dew. Reszponse Means
i i@ 8.888 17.588 1.958 17.8868
2 ia i.@A88 i8.188 6.827 17.888
3 i@ 2.888 13.568 5.798 13.588
4 18 4.0808 11.588 8.8a83 11.588
5 18 8.088 3.408 3.373 3.488
6 18 16 .088 a.208 B.422 8.288

Ehe Linear Interpolation Estimate: 2.1588 Entered P Ualue: 25

Hunber of Resanplings: B8 80 Reszamples Generated

IThe Bnutstrag Estimates Mean: 2.6123 Standard Deviation: 8.92747
Original Confidence Limits: Lower: 1.5231 Upper: 4.5413
[Resanpling time in Seconds: B8.88 Random_Seed: -113942123

Ensaio 3

s Iphibition GConcentration Fercentage Estimate ==
Toxicant/Eff luent: OLEO+RAD

Test Start Date: 13.87.12 Test Ending Date: 28.87.12
Test Species: C.SILUESTRII

Test Duration: 7 DInS

DATA FILE:
Conc . Humber Concentration Response Std. Pooled
|§)] Replicates MG.L-1 Means Dev. Response Means
i i@ A.88a 15.188 1.729 i5.388
2 i@ 1i.860 15_5808 1.354 15._388
3 i@ 2.868 12.1688 2.183 12.168
4 i@ 4.88a 9 .488 2.459 9.488
5 i@ 8 .88a 3.208 3.259 3.200
[ id 16 .8688 a.568a @.85a8 B.5688
The Linear Interpolation Estimate: 2.4638 Entered P Ualue: 25

Humhber of Resanplings: aa 88 Resanmples Generated

The Bootstrap Estimates Mean: 2.4294 Standard Deviation: @.3758
Opiginal Confidence Limits: Lower: 1.8444 Upper: 3.1786
Resampling time in Seconds: B8.88 Random_Seed: 49724875
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Organismos irradiados e expostos ao DEET

Ensaio 1

pexex Inhibition Concentration Percentage Estimate e

Toxicant/Eff luent: deet+radiacao

lest Start Date: B2.A3.12 Test Ending Date: B%?.63.12

Test Species: G. SILUESTRII

Test Duration: IAS

PATA FILE:

Conc . Humbe r Concentration Response Std. Pooled
1D Replicates MG.L-1 MHeans Dewv. Rezponze Means
1 18 a.880 18.288 3.293 18.20608
2 18 3.7508 18.0808 4.882 18.008
3 18 7.580 14.288 5.245 14.358
4 18 15.088 14.588 2.915 14.358
5 18 30.088 A.800 A.808 a.068
6 18 60.088 a.880 a.880 a.0868

[he Linear Interpolation Estimate: 15.7317 Entered P VUalue: 25

pumber of Rezsamplings: 88 8@ Reszamplesz Generated

The Bootstrap Estimates Mean: 13.68592 Standawrd Deviation: 4.8786

PDriginal Confidence Limits: Lower: 6.1814 Upper: 17.6886

Resampling time in Seconds: B.88 Random_Seed: -195838188

Ensaio 2

F&=¢ Inhibition Concentration Percentage Estimate =ex
Toxicant/Ef f luent: DEET+RADIACAQ

Test Start Date: 15.86.12 Test Ending Date: 22.086.12
Test Species: C.SILUESTRII

Test Duration: ? DIAS

IPATA FILE:

jConc . Humbe » Concentration Response Std. Pooled
1D Replicates MG.L-1 Means Dev. Response Means
i i8 a.888 15.8608 4.397 15.060688
2 i8 3.758 14.8008 4.298 14.808
3 i8 7.588 13.308 2.66% 13.388
4 18 15 .880 13.108 4.358 13.188
5 18 30.880 a.808 a.88a a.6888
[ 18 60.880 a.8088 a.888 a.888

The Linear Interpolation Estimate: 17.1183 Entered P Ualue: 25

Humber of Resamplings: ae 8@ Resamples Generated

The Bootstrap Estimates Mean: 15.765%4 Standard Deviation: 24521

0riginal Confidence Limits: Lower: ?.1486 Upper: 187588

Pesampling time in Seconds: B.880 Random_Seed: 446882443

Ensaio 3

centage

nhibition Goncentration FEE SLimate
oxicant/Ef f luent: DEET+RADIACAQ

est Start Date: 22.86.12 Test Ending Date: 29.86.12
est Species: C. SILUESTRII

est Duration: 7 DIAS
ATA FILE:
[Conc . Humher Concentration Response Std. Pooled
1D Replicates HG.L-1 Means Dev. Response Means
i i@ A.888 16.30808 4.98@ 16 .380
2 18 3.758 14.3088 4.596 14.558
3 18 7.588 14.8088 1.398 14.558
4 18 15 . 888 12.688 5.71% 12 .6808
5 i@ 30.008 A.808 a.00A a.608
6 i@ 60 .888 a.808 a.88a B.808
Fhe Linear Interpolation Estimate: 15.4464 Entered P Value: 25
umber of Resamplings: 8@ 88 Rezamples Generated
he Bootstrap Estimates Mean: 13.8177 Standard Deviation: 3.9291
riginal Confidence Limits: Lower: 3.5526 Upper: 18.3333

esampling time in Seconds: B.88 Random_Seed: 364236518
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