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SpeciaL |ssue oN THE VI CoNGRESsO BRASILEIRO DE ECOTOXICOLOGIA
(V111 ECOTOX, 17-20 October 2004, Floriandpalis, SC, Brazil)

EbpITORIAL

It iswith great satisfaction that the Editorial Board publishes
papers presented at the V111 Congresso Brasileiro de Ecotoxicologia
(Brazilian Conference of Ecotoxicology) — ECOTOX, which took
place at Praiatur Hotel, Ingleses Beach, Florianopolis (SC, Brazil),
between October 17" and 20*, 2004.

The ECOTOX Conference has been serving as a forum for
presentation and discussion of several aspects related to ecotoxicology
studied by the Brazilian scientific community. An increase in the
diversity of the related subjects presented in the conference was
observed throughout the years, and several of them are published
in this special issue.

The publication of these papers represents avery precious moment
to our Society, since fulfills an objective aimed for along time. In
addition, this publication is even more special because these selected
papers put together the first two issues of the journal of our Society.

The Editorial Board, together with the Conference Scientific
Board, believes to have reached its aim and thank al authors for their
contributions.

Editorial Board of the VIII ECOTOX

EbpiTORIAL

E com grande satisfacio que a Comissio Editorial publicatra-
bal hos apresentados no V111 Congresso Brasileiro de Ecotoxicologia—
ECOTOX, o qual foi realizado no Praiatur Hotel, Praia dos Ingleses,
Floriandpolis (SC, Brasil), no periodo de 17 a 20 de outubro de 2004.

O ECOTOX tem sido o férum para apresentacao e discussdo
de temas que vém sendo estudados pela comunidade cientifica
brasileirano &mbito da Ecotoxicologia. Ao longo dos anos, foi possivel
observar um incremento na diversidade dos assuntos apresentados
nos congressos ECOTOX, muitos dos quais estéo publicados nesta
edicdo especial.

Acreditamos que a publicacdo destes trabal hos representa um
momento muito importante para a nossa Sociedade, pois concretizaum
objetivo estabelecido ha muito tempo. Além disso, esta publicagéo
representa um marco especia, pois os trabalhos agui apresentados fazem
parte dos dois primeiros volumes da revista da nossa Sociedade.

A Comissdo Editorial, juntamente com a Comissdo Cientifica
do Evento, esperater cumprido sua missdo e agradece a contribui¢do
de todos os autores.
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Aplicacéo do Teste de Assimilagdo e Dissimilacao
(A-D) para Observacio de Efeitos Toxicos em Aguas Superficiais

C. G CHiocHETTAY & M. CHIOCHETTA?
tUniversidade de Caxias do Sul, Rua Francisco Getulio Vargas, 1130, CEP 95070-560, Caxias do Sul, RS
2Universidade de Passo Fundo, Campus 1, km 171, BR 285, Bairro Sao José, C. P. 611, CEP 99001-970, Passo Fundo, RS

RESUMO

O Teste A-D é uma combinacgéo de testes de orientac@o, baseado nos efeitos toxicos dos processos autotroficos e
heterotréficos basicos em um ecossistema aquético. S8o utilizadas culturas mistas de Cloroficeas em solugéo nutritiva
especifica e culturas de bactérias aerdbias adaptadas ao consumo de Peptona. O presente trabalho tem por objetivo a
interpretacdo da inibicdo da producdo e do consumo de oxigénio como critério da avaliac8o toxicoldgica de aguas
superficiais. No Teste de Assimilacéo os valores de inibicdo da producdo de oxigénio aumentam em dependéncia da
concentracd@o da &gua do arroio e da presenca de substancias em suspensdo. Nos Testes de Dissimilagdo os valores da
inibicdo do CBO das bactérias ficam dentro da faixa de + 10%, considerado NOEL no Teste A-D. A concluséo sugere,
entdo, a necessidade de adaptacéo e aperfeicoamento do Teste de Dissimilacéo.

Palavras-chave: inibigcdo, oxigénio, alga, bactéria.

ABSTRACT

Application of the Assimilation and Dissimilation (A-D) Test to observe the toxic effect in superficial waters

The A-D Test is a combination of orientation tests, based on the toxic effects of basic the autotrophic and heterotrophic
processes in an aquatic ecosystem. The present work has as objective the interpretation of the oxygen production inhi-
bition in Cloroficeas mixing cultures and the oxygen consumption in bacterium cultures, as a toxicity superficial water
evaluation criterion. The inhibition values of oxygen production increase according to the concentration of water in the
stream and the substance presence in suspension. In the Dissimilation Tests the values of CBO inhibition of the bacte-
rium are about 10%, considered NOEL in the A-D Test. Then the conclusion suggests the necessity of an adaptation and
improvement of the Dissimilation Test.

Key words: inhibition, oxygen, algae, bacteria.

INTRODUCAO Tém sido usados, principalmente, para quantificar as

toxicidades relativas do tratamento de efluentes de esgoto

Os testes de caréter ecotoxicologicos, também chamados  residencial eindustrial, com a finalidade de orientacdo sem
bioensaios, utilizam organismos vivos como indicadoresde  a obrigacdo de sua quantificacdo e identificacdo especifica
efeitos toxicos (Diamond & Daley, 2000). Alguns dos  de substancia (Sponza, 2003). Tais testes de curto prazo
organismos utilizados incluem as algas, Daphnia, bactérias  (agudo) possibilitam detectar e avaliar a capacidade inerente
e protozoarios, pois séo simples, econdmicos, deresultado  de um agente em produzir efeitos deletérios sobre a
rapido e acontecem num periodo que variaentre 24 e48 horas.  sobrevivéncia (mortalidade ou imobilidade) dos organismos

*Corresponding author: Claudete Gorczevski Chiochetta, e-mail: cgchioch@ucs.br.
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expostos (Gunatilleka & Poole, 2000). Possibilitam, por
exemplo, a exposi¢cdo de organismos a diferentes
concentragdes de substancias quimicas e efluentes por
determinado periodo de tempo (Gherardi-Goldstein et al.,
1990). Dentro dessa viséo, entre 0s organismos mais
recomendados para os testes de avaliacao da toxicidade
aquatica estdo as algas, pois sdo produtores primarios
dominantes na cadeia alimentar no ambiente aquético e
sensiveis a uma variedade de outros compostos fitotoxicos
(Fent, 2003). Outro motivo importante para utilizar algas como
organismo-teste deve-se ao fato de que as algas apresentam
répida resposta fisiol6gica, assim, efeitos deletérios provo-
cados por compostos toxicos podem ser detectados num curto
periodo de tempo. ParaMa et al. (2003), a grande variedade
de substancias quimicas existentes e a composi¢do indefinida
encontrada nos efluentes irdo influenciar a capacidade das
algas de realizarem fotossintese, o crescimento e, conse-
guentemente, a reducdo da producdo de oxigénio.

A base metodol dgica do teste de orientacéo aplicado neste
estudo foi desenvolvida nos anos 50 e 60 do século XX na
Republica Federal daAlemanha e foi chamado de “Potencial
de Producéo e de Consumo de Oxigénio”. As experiéncias
positivas levaram & proposta de uma norma de avaliagdo
ecotoxicol dgica de aguas superficiais baseada nainibicéo dos
processos de Assimilacao e Dissmilacdo. Krebs (1983) concluiu
os resultados de um projeto solicitado pelo Ministério Federal
do Interior da Republica Federal daAlemanha para a criacéo
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de uma norma nacional, chamada de “ Teste de Assimilag&o
e Dissmilacdo como critério de uma avaliagdo ecotoxicol6gica
da qualidade da &gua’. O presente trabalho tem por objetivo
investigar o efeito de amostras de &guas poluidas de dois arroios
do municipio de Caxias do Sul, RS, nataxa de producéo de
oxigénio de uma cultura mista de Cloroficeas e no consumo
de oxigénio por bactérias aerdbias heterotréficas adaptadas
ao consumo de Peptona.

MATERIAL E METODOS

Todas as andlises foram realizadas no |aboratério de
Limnologia e Toxicologia do Instituto de Biotecnologia na
Universidade de Caxias do Sul.

a) Area de Estudo e Amostra. Caxias do Sul localiza-se no
divisor de agua de duas bacias hidrogréficas. uma abrange sul,
sudeste e nordeste da cidade, através do arroio Pinhal, que
desagua no rio Cai; a outra abrange as regifes norte, nordeste
e sudeste, através do arroio Tega, que apos atravessar toda
acidade, no sentido |leste-oeste, desagua no rio das Antas, que
sejuntaao rio Jacui e, em seguida, ao Guaiba. A Figuralindica
alocalizacdo dos pontos de coleta das amostras de aguas dos
arroios Tega e Pinhal para arealizacdo do TestesA-D, assim
como o ponto onde foram col etadas as bactérias mantidas no
aquario de Dissimilacéo, para realizacdo de Teste de
Dissimilag&o.

496.000

1e Ponto de anadlise — Tega
2+ Ponto de analise — Pinhal
3¢ Ponto de coleta

3 Area urbana

/4 Arroios
El Represas

6.768.000

)
J AR

6.768.000
o
-

496.000
14.000 Metros

®: coordenadas do ponto de coleta para andlise das amostras de aguas do arroio Tega para a realizagéo dos Testes A-D: X 484024 Y 6775212.
: coordenadas do ponto de coleta para andlise das amostras de aguas do arroio Pinhal para a realizagéo dos Testes A-D: X 482761 Y 6771393.

@®: coordenadas do ponto de coleta de &guas para a cultura das bactérias usadas na manutengéo do aquério de Dissimilagdo: X 485948 Y 6773971.

Figura 1 — Mapa hidrografico do municipio de Caxias do Sul.
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b) Teste de Assimilagdo. Tanto a cultura permanente como a
pré-cultura sdo mantidas sob as mesmas condi¢bes
padronizadas. A cultura permanente é mantida aerada, com
iluminag&o continua e troca de melo a cada semana para manter
a cultura em crescimento constante. Trés dias antes do teste,
apré-cultura é retirada da cultura permanente e deve atingir
0 crescimento exponencial paraarealizacéo do teste. A solugéo
nutritiva utilizada na preparacéo e realizacdo do Teste A segue
alS0 8692 (1989). Na preparacéo dos testes col oca-se agua
destilada correspondendo a ¥ do volume do bal & volumétrico
de doislitros. Apds, s2o adicionados 200 ml da solugdo nutritiva
de concentragéo 10 vezes maior que a da pré-cultura, mais
o volume do meio a ser testado e o volume da suspensédo de
pré-cultura de algas necessario para obter concentracéo de
50000 cél/ml e, finalmente, o volume de 2 litros é completado
com agua destilada. O controle é feito com agua destilada.
Tanto o controle como as diluic¢des sdo distribuidos em seis
frascos de Winkler. Para cada diluicao, trés frascos sdo
colocados em uma cémara climatizada com iluminacéo de 120
UE/m?2s a 20°C de temperatura e trés sdo mantidos no escuro,
também a temperatura de 20°C. O teor de oxigénio é medido
em todos os frascos antes e depois da exposi¢éo de 24 horas.
Asdiluigdes sdo de 10, 20, 30, 40 e 50% do efluente. A Producéo
Bioquimica de Oxigénio (PBO) em 24 horas (mg.L™) = O,
(mg.L™) final claro — O, (mg.L™) final escuro. A inibigdo da
producéo de oxigénio € calculada através de:

(PBO,, — PBO,)*100
PBO,

Ip (%) =

em que:
Ip  =inibicdo da producéo de oxigénio (%);
PBO, = producéo de oxigénio na diluiggo n;
PBO, = producdo de oxigénio no controle.

c) Teste de Dissimilacdo. As bactérias sdo obtidas a partir de
umaincubagdo com popul agdes de &gua superficid ndo poluida
e adaptadas ao consumo regular de 0,1 mg.L* de Peptona.
A &gua de Dissimilacéo deve ser aerada e mantida em sala
climatizada com temperatura de 20°C e sem iluminagdo. O
objetivo é amanutencdo de uma égua com potencial de consumo
de oxigénio baixo. Para arealizacdo do teste é adicionada uma
guantidade de Peptona 100 vezes maior do que na agua de
Dissimilacéo, nas séries de dilui¢do e no controle, isso para
atingir um valor de 5+ 1 mg.L%. As dilui¢des sdo as mesmas
do Teste de Assimilag@o e feitas com agua de dissimilacéo.
As solugdes preparadas e o controle sdo distribuidos em trés
frascos de Winkler. Calcula-se o valor deinibicéo. O Consumo
Bioquimico de Oxigénio (CBO) em 24 horas (mg.L™) = O,
(mg.L™) inicial — O, (mg.L™) final. A inibi¢&o do consumo
de oxigénio é calculada através de;

(CBO, - CBO,)*100

D (%) = CBO
C
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em que:
I, =inibicdo do consumo de oxigénio (%);
CBO, = consumo de oxigénio na diluigéo n;

CBO, = consumo de oxigénio no controle.

A medicédo do teor de oxigénio é realizada através do
oximetro WTW Oxi 330.

RESULTADOSE DISCUSSAO

A manutencdo das culturas permanentes e mistas de algas
Cloroficeas foi observada diariamente através de medidas de
absorbancia no espectrofotémetro. Verificou-se, através de
curvas de crescimento das culturas, que as pré-culturas atingem,
na média, a sua fase exponencial em trés dias a partir da
incubacgo (Figura 2). Esse padréo de crescimento ja observado
por outros autores € o recomendado por métodos oficiais de
ensai os de toxicidade com agas (1SO, 1989; Reginatto, 1998).
Ja a manutenc&o das bactérias do aquério de Dissimilagéo,
com potencial de CBO continuo em torno de 0,5 mg.L ™, foi
obtida com a adicéo didria de 0,1 mg.L de Peptona seca e
granulada.

As amostras foram aeradas durante 24 a 48 horas por
ter sido constatada auséncia de oxigénio, provavel mente devido
a ata poluicéo orgénica por esgotos domeésticos ndo tratados
eintensa descargaindustrial. Os testes com &gua homogeneizada
e decantada foram realizados devido a alta quantidade de
materia em suspensao nas aguas dos arroios, considerado como
mais importante matriz para fixacdo de substancias toxicas,
como metais pesados e agrotoxicos.

O Teste de Assimilacéo utiliza culturas de algas multi-
especificas e avalia ainibi¢éo da Producéo Bioguimica de
Oxigénio (PBO) dessas culturas em relagdo ao meio a ser
testado. Ocorreu uma tendéncia comum em todas as amostras.
Apobs a aeracdo das amostras constatou-se que as aguas dos
arroios de Caxias do Sul inibem a PBO das algas Cloroficeas.
Entretanto, a inibicdo mais forte ocorreu nas amostras
homogeneizadas e coletadas em final de semana: observou-
se situagdo mais critica devido ao langamento clandestino
de esgotos industriais. O resultado evidencia as diferencas
dos ensai 0os em dependéncia da aeracdo das amostras (Figura
3). O que pode levar a concluséo de que a presenca de
substancias em suspensdo nas amostras aeradas e
homogeneizadas sdo responsaveis pelo aumento da inibicdo
da producdo de oxigénio pelas algas. A diferenca parece ndo
se dever a limitagdo da luz, tendo em vista que houve
precipitacdo da suspensao durante o teste.

Como néo foram realizadas analises de agua parametais
pesados, ndo se pode concluir sobre as causas. Oanh & Bengtsson
(1995) também verificaram que os maiores va ores de toxicidade
para Selenastrum capricor nutum ocorrem em amostras de aguas
deriostestados em dias de maior despejo de dgjetosindustriais
e de menor controle ambiental pelas autoridades, como aconteceu
na amostra coletada em finais de semana
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Figura 2 — Curvas de crescimento de duas culturas mistas de Cloroficeas.
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Figura 3 — Inibicao/aceleracéo (%) da Assimilagdo em Cloroficeas com diferentes amostras.

O Teste de Dissimilagdo utiliza culturas de bactérias
aerodbias adaptadas ao consumo de Peptona e avaliaainibicdo
do Consumo Bioguimico de Oxigénio (CBO) dessas bactérias
em relacdo ao meio a ser testado. As aguas superficiais do
municipio de Caxias do Sul mostraram alta taxa de DBO,
mesmo diluida, que tornou impossivel detectar qualquer inibigéo
na decomposi¢do da Peptona. Parareduzir ou até evitar um
provével efeito da DBO nos testes, foram feitos ensaios apos
cinco dias de aeragdo da amostra (DBO,). O resultado mostra
reacdo muito fraca, dentro dos limites de 10%, considerados
como NOEL no Teste A-D (Figura 4).

As experiéncias realizadas com aguas dos arroios do
municipio de Caxias do Sul mostram que a aplicagdo do teste
de Dissimilac&o deve ser aprimorada ou talvez até modificada
para possibilitar a sua aplicacéo como teste de orientacdo em
aguas poluidas por esgotos cloacais e com taxas elevadissimas
de DBO. Pode-se concluir, entéo, que em locais com alta DBO
ndo ha inibi¢do das bactérias in situ, conseqlientemente, ndo
pode haver efeito negativo nas bactérias do teste. Mais estudos
em &guas superficiais de distintos niveis de polui¢do e contami-
nagao poderdo contribuir para esclarecer afun¢do daDBO e dos
nutrientes na aplicacéo do Teste de Assimilagéo e Dissimilaco.
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Figura 4 — Inibicéo da Dissimilac&o em diferentes concentragdes da &gua do arroio aerada durante 5 dias.
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RESUMO

Os surfactantes, principio ativo dos detergentes, sdo importantes causadores de poluicdo do ambiente aquatico,
freqlientemente encontrados em efluentes industriais e domésticos. A presenca de surfactantes pode causar sérios distlrbios
ecol 6gicos, afetando organismos aquéticos, inclusive peixes. Alguns estudos tém demonstrado a eficiéncia do tratamento
de efluentes com feixe de elétrons, que apresentam compostos organi cos contaminantes, observando-se importante reducéo
desses compostos apds o tratamento. Neste trabal ho foram realizados testes de toxi cidade aguda e crénica com os organismos
Daphnia similis, Vibrio fischeri e Ceriodaphnia dubia para a avaliac8o da toxicidade causada pelo surfactante &cido dodecil
p-benzenosulfonato, 0 LAS, que € o surfactante aniénico mais utilizado mundialmente. As solugdes de LAS, em &gua
destilada, foram tratadas com feixe de elétrons para o estudo da degradacéo desse surfactante pela radiac&o ionizante e
do consequente percentual de reducéo da toxicidade aguda e crénica. Os resultados obtidos demonstraram reducéo da
toxicidade aguda entre 30,04% e 68,94% e entre 47,50% e 64,99% da toxicidade cronica, utilizando-se as doses de radiacdo
3,0 kGy, 6,0 kGy, 9,0 kGy e 12,0 kGy. As doses 3,0 kGy e 6,0 kGy foram as mais efetivas na reducao da toxicidade do
LAS. A reducéo da concentracdo do LAS, em mg/L, a partir da quebra da molécula do surfactante pela radiacéo ionizante,
foi acompanhada pelo Método do Azul de Metileno, também conhecido como MBAS. A radiagéo ionizante demonstrou
elevada eficiéncia na reducdo da concentracéo e da toxicidade do surfactante estudado.

Palavras-chave: LAS, toxicidade, radiacéo ionizante, MBAS.

ABSTRACT

Linear Alkylbenzene Sulfonate toxicity removal when this surfactant istreated by electron beam radiation

Surfactants, as detergent active substances, are also an important source of pollution causing biological adverse effects
to aguatic organisms. The presence of surfactants may cause serious ecological disturbances, so affecting aquatic organisms,
including fishes. Several studies have demonstrated the efficiency of effluent treatment with electron beam that can contain
organic compounds as contaminants, and a big reduction being observed after the treatment. In the present work acute
and chronic toxicity tests were performed with the organisms Daphnia similis, Vibrio fischeri and Ceriodaphnia dubia
for the toxicity evaluation caused by the surfactant dodecy! p-benzenesulphonate acid, LAS, that is the most used anionic
surfactant worldwide, in distilled water. The LAS solution was treated with electron beam in order to study the degra-
dation of this surfactant by the ionizing radiation and the percentage of the acute and chronic toxicity reduction. The results
obtained showed a acute toxicity reduction between 30.04% and 68.94% and between 45.70% and 64.99% for the chronic
toxicity, using radiation doses of 3.0 kGy, 6.0 kGy, 9.0 kGy and 12.0 kGy. The doses of 3.0 kGy and 6.0 kGy were the
most effective for the toxicity reduction of LAS. The concentration reduction, in mg/L, due to the cleavage of the sur-
factant molecule by the ionizing radiation, was monitored by the Methylene Blue Method, also known as MBAS. Theionizing
radiation showed high efficiency for the concentration and toxicity reduction of the surfactant that was studied.

Key words: LAS, toxicity, ionizing radiation, MBAS.
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INTRODUCAO

Os surfactantes, principio ativo dos detergentes sintéticos,
representam importante fonte de polui¢éo, causando efeitos
biol 6gicos adversos a organismos aquaticos. O consumo
mundial de surfactantes é de cerca de 8 milhdes de toneladas
por ano (Scott & Jones, 2000). O surfactante LAS (CH,.CH,
SO, Na) representa de 25% a 30% de todos os surfactantes
utilizados mundia mente tanto em formul agdes domésticas como
em processos industriais (Temmink & Klapwijk, 2004).

Estudos tém demonstrado os distlrbios ecol 6gicos
causados por atas concentrac@es de surfactantes em corpos
receptores e em estagles de tratamento de efluentes (Sandbacka
et al., 2000). Em efluentes ndo tratados, diferentes classes de
surfactantes podem estar presentes em concentragBes suficientes
para causar problemas toxicol 6gicos a organi smos aquéti cos
(Zagatto & Goldstein, 1991).

O sistema bioldgico de tratamento de efluentes e
degradagdo de compostos orgéanicos € o mais utilizado
atualmente. Entretanto, em situagdes em que cargas muito
téxicas de efluentes chegam as estacGes de tratamento, a
toxicidade compromete a eficiéncia do sistema, necessitando-
se muitas vezes de uma forma de pré-tratamento do efluente
(Borrely et al., 2000).

A radiacdo ionizante tem demonstrado elevada eficiéncia
na decomposi¢do de substancias orgénicas e contaminantes
ambientais de esgotos, lodos e efluentes, e poucos trabalhos
tém incluido aspectos ecotoxicol égicos. A €ficiénciado processo
de tratamento por radiacdo ionizante pode ser avaliada por
testes de toxicidade, utilizando-se organismos aquéticos (Borrely
et al., 2000).

O objetivo deste trabal ho foi estudar o efeito da radiacéo
ionizante na degradacdo do surfactante LAS, sob uma
abordagem ecotoxicol gica. Foram utilizados dois ensaios de
toxicidade aguda e um ensaio de toxicidade cronica para a
avaliagéo da eficiéncia da irradiagdo com feixe de elétrons
na reducdo da toxicidade do LAS.

MATERIAISE METODOS

Preparacao das solucdes de surfactante
As solugdes de surfactante foram preparadas diluindo-
se 0 acido p-benzenosulfonato de sodio -~ LAS (CH,.CH,

S0O,), marca Oxiteno, em agua destilada, a 100 mg/L.

Irradiacéo das solucdes

A irradiacdo das solucBes foi realizada em um acel erador
industrid de elétrons, modelo Dynamitron, de energiade 1,4 MeV
e corrente variavel de até 25 mA, no Instituto de Pesquisas
Energéticas e Nucleares, IPEN/CNEN-SP, utilizando-se as doses
de3,0kGy, 6,0kGy, 9,0kGy e12,0kGy. A avdiacéo datoxicidade
do LASfoi redlizada antes e apos airradiacéo das solucgdes.
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Ensaios ecotoxicol 6gicos
Ensaio com Daphnia similis

O ensaio de toxicidade aguda com o microcrustaceo
Daphnia similis foi realizado segundo Norma ABNT 12713
(1993). Individuos jovens foram expostos a diferentes
concentracdes de LAS, nao-irradiado e irradiado, cujas
concentracOes variaram entre 4,0% e 30,0%, por 24 horas.
A partir do nimero de organismos imdveis por concentracéo
da amostra foram cal culadas as concentragdes que causam
imobilidade a 50% dos organismos, a CE(1)50, aplicando-se
0 teste estatistico Trimmed Spearman Karber. Foram realizados
5 ensaios de toxicidade para cada dose de radiag&o aplicada.

Ensaio com a bactéria Vibrio fischeri

O ensaio de toxicidade aguda com a bactérialuminescente
Vibrio fischeri foi realizado segundo Método de Ensaio
CETESB L5.227 (1987), com o Sistema Microtox®, modelo
M-500 da Microbics, utilizando-se 15 minutos de exposi¢do
as amostras, em concentracfes entre 0,5% e 45,45% de LAS
nao-irradiado eirradiado. Foram realizados 5 ensaios para cada
dose aplicada. A andlise estatistica foi realizada com aversdo
7.82 do programa desenvolvido pela Microbcis Corp.,
calculando-se os valores de CE(1)50 com base na reducgéo da
guantidade de luz emitida pelo organismo apds a exposi¢éo.

Ensaio com Ceriodaphnia dubia

O ensaio de toxicidade crénica com o microcrustaceo
Ceriodaphnia dubia foi realizado segundo NormaABNT 13373
(1995). Apenas um ensaio foi realizado para cada dose.
Organismos jovens foram expostos a diferentes concentrages
deLAS, ndo irradiado eirradiado com as doses 3,0 kGy € 6,0
kGy. As concentragdes utilizadas variaram entre 1,4 mg/L e
30 mg/L, em um periodo de exposi¢do de 7 dias. A partir
do niimero médio de organismos jovens produzidos por fémea,
por concentrag@o de LAS, foram calculadas a CENO, que
€ amaior concentracdo da amostra que ndo causa efeito
deletério a sobrevivéncia e reproducéo dos organismos, e
a CEO, que € amenor concentragao que causa efeito deletério
a sobrevivéncia e a reprodugdo dos organismos. O teste
estatistico utilizado foi o teste de “Dunett”, anélise de
variéncia, com o programa estatistico “ TOXTAT 3.3 Computer
Program”.

Avaliacéo da eficiéncia da irradiacéo

A avaliagéo da eficiéncia dairradiagdo na reducdo da
toxicidade do surfactante LAS foi realizada transformando-
se os valores médios (n = 5) de CE(1)50 e os valores de CENO
obtidos em Unidades Téxicas (UT), que sdo unidades
diretamente proporcionais a toxicidade, obtidas pelas equacdes
le2:

100
= 1
CES0 @)
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100
CENO

A partir dos valores de UT foram calculados os
porcentuais de reducéo da toxicidade aguda e crénica entre
asolucdo de LAS ndo-irradiada e asirradiadas, para cada dose
aplicada.

)

Determinacao de surfactantes aniénicos

A determinagéo da concentraggo do LAS nas solugdes foi
realizada utilizando-se a metodol ogia de extragdo por solvente
e espectrofotometria, também conhecidacomo MBAS, segundo
Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater
(1989). Essametodologiafoi aplicada para o acompanhamento
da degradacéo do LAS nas solugdes ndo-irradiadas eirradiadas
com todas as doses aplicadas, e os resultados foram correla-
cionados com os dados obtidos para a toxicidade.

RESULTADOSE DISCUSSAO

O surfactante LAS apresentou elevada toxi cidade aguda
tanto para o teste com Daphnia similis (CE(1)50 médiaigual
a 7,84 mg/L) como para o teste com Vibrio fischeri (CE(1)50
média igual a 12,51 mg/L). Com a aplicacéo das doses de
radiac&o os valores de CE(l)50 aumentaram, demonstrando
a reducéo da toxicidade das solucdes de LAS. Na Tabela 1
s80 apresentados os valores de CE(1)50, as UTs calculadas
e as porcentagens de reducéo da toxicidade aguda obtidos com
os dois organismos-teste utilizados.

As doses de radiacdo mais eficientes foram 3,0 kGy e
6,0 kGy, que representaram porcentuais de reducdo entre
62,43% e 68,94% para D. smilis, respectivamente. Paraensaios

J. Braz. Soc. Ecotoxicol., v. 1, n. 2,2006 105

com a bactéria luminescente, a redugdo nas doses 3,0 kGy e
6,0 kGy representaram 34,23% e 36,79% de reducéo.
Entretanto, aplicando teste de comparagdo entre grupos com
ANOVA verificou-se diferenca estatisticamente significativa
somente entre o grupo nao-irradiado e o irradiado com 3,0
kGy, para Daphnia similis, implicando valor de p = 0,0023.
Ja entre os grupos de amostras tratadas com as doses 3 kGy
em relacéo a 6,0 kGy, 9,0 kGy e 12,0 kGy, ndo foram obtidos
valores de p inferiores a 0,05, ndo demonstrando diferenca
estatisticamente significativa entre si.

Ambos os organismos-teste empregados na avaliagdo da
toxicidade do LAS ndo irradiado demonstraram ser um produto
altamente téxico, com UTs médias que variaram entre 7,99
e 12,75 nas condices estudadas. No ensaio com aD. similis
foi substancial a diminuicdo da toxicidade, pois, mesmo
considerando o erro estatistico, 0 LAS néo-irradiado tem CE(50)
entre 6,37% e 9,31%, enquanto para 3,0 kGy afaixaficaentre
18,57% e 23,21%, portanto, trés vezes menos toxico.

Os ensaios de toxicidade crénica foram realizados apenas
com as doses 3,0 kGy e 6,0 kGy, para confirmar o beneficio
daradiacao ionizante também para efeito cronico. Os resultados
obtidos séo apresentados na Tabela 2.

O LAS também apresentou el evada toxicidade cronica
para as Ceriodafnias. As doses de radiagéo aplicadas mostraram-
se bastante €ficientes na reducéo da toxicidade cronica, sendo
3,0 kGy mais efetiva na reducéo desse efeito.

A Figura 1 apresenta os porcentuais de reducéo de
toxicidade do LAS obtidos nos trés diferentes ensaios redlizados.
A reducdo datoxicidade aguda do LAS variou entre 62,43%
e 68,94% para Daphnia similis e entre 30,04% e 36,79% para
\ibrio fischeri, enquanto atoxicidade crénicafoi reduzidaem
47,50% e 64,99%.

Tabela 1 — Valores de CE(1)50, unidades toxicas e porcentagem de reducéo da toxicidade aguda obtidos a partir dos testes realizados com os
organismos D. similis e V. fischeri, antes e apds o tratamento por irradiacéo, nas diferentes doses aplicadas.

Teste detoxicidade aguda com D. similis

Teste de toxicidade aguda com V. fischeri

Dose (24 h) (15 min)

(kGY) CE(1)50% UT % Reducio CE(1)50% UT % Reducio
0 784+147 12,75 - 12514340 7,99 -
30 2089+232 479 62,43 1903+611 525 3423
6,0 2526+534 396 68,94 1981+527 505 36,79
9,0 268+254 441 6541 17084342 556 30,41

120  21,09+278 474 62,82 1987+427 503 30,04
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12,0 30,04
62,82
9,0 30,41
65,41

Romanelli et al.

O C. dubia
V. fischeri
W D. similis

Dose (kGy)

| 47,50

6,0 36,79
68,94

| 64,90

3,0 34,23

62,43

Reducéo da toxicidade (%)

Figura 1 — Porcentuais de redugéo da toxicidade aguda e cronica do surfactante LAS para os
organismos C. dubia, D. similis e V. fischeri, em fung&o da dose de radiag&o aplicada.

Tabela 2 — Valores de CENO, CEO, unidades toxicas e porcentagem de redugéo da toxicidade cronica obtidos a partir dos testes realizados com o
organismo C. dubia, antes e apds o tratamento por irradiacéo, nas duas doses aplicadas.

Dose (kGy) CENO (%) CEO (%) uT Reducéo (% )
0 21 3,0 47,62 -
3.0 6,0 9,0 16,67 64,99
6,0 4,0 6,0 25,0 47,50

A bactériamostrou-se mais sensivel ao LAS em relacéo
ao0s microcrustaceos utilizados, provavel mente em conseqiiéncia
do efeito do surfactante namembrana celular. Segundo Gloxhuber
(1980), devido a sua natureza quimica, os surfactantes podem
interagir com os principais componentes da membrana celular,
as proteinas e os lipidios. Dependendo de sua concentragéo,
0 surfactante sera capaz de solubilizar a membrana celular,
apresentando acdo bactericida. A radiag&o ionizante também
foi eficiente nadegradacéo dasmoléculasdo LAS. A concentragéo
inicial do LAS de 100 mg/L foi reduzida ap6s a aplicacdo das
dosesde 3,0 kGy, 6,0 kGy, 9,0 kGy e 12,0 kGy, sendo os vaores
de concentracdo obtidos, respectivamente, 13,78 mg/L + 4,53,
6,47 mg/L + 0,87, 4,43 mg/L + 0,33 e2,55 mg/L + 1,44. Esses
resultados obtidos realmente comprovam a degradacéo do LAS
pelaradiacéo ionizante. A Figura2 mostraadegradacdo do LAS
em funcdo das doses de radiagéo aplicadas.

Os resultados obtidos para a degradacdo do surfactante
pelaradiagdo mostram que, quanto maior a dose de radiacéo
aplicada, maior areducdo da concentragdo do surfactante LAS,
resultando em 86,09% a 97,42% de degradacéo para as doses

deradiacdo entre 3,0 kGy e 12,0 kGy, respectivamente. Assim,
pode-se perceber que a reducdo da toxicidade ocorreu como
consequiéncia da degradacéo das moléculas do LAS pelo feixe
de elétrons. A radiaco ionizante pode interagir diretamente
com amoléculaem questdo ou ainda de formaindireta, gerando
egpécies quimicas atamente regtivas, osradicais livres. Segundo
Rohrer (1975), a degradacdo do surfactante submetido a
irradiacéo ocorre pelo atague das espécies oxidantes que se
formam a partir da radidlise da agua.

A radiagdo ionizante utilizada neste trabalho apresentou
€levada eficiénciatanto paraa degradacdo quanto paraaredugéo
datoxicidade do LAS. A toxicidade el evada apresentada pelo
LAS demonstra aimportancia de estudar novas tecnologias
de tratamento de efluentes, melhorando 0 comportamento desse
efluente antes de passar pelo tratamento biol égico convencional,
baseado na decomposi¢&o por microrganismos. A ecotoxicologia
€ uma importante ferramenta que pode ser utilizada a favor
do ambiente agquético, no estudo de contaminagdes ambientais
e também na avaliacdo da eficiéncia de sistemas de tratamento
de efluentes, com relagdo a reducéo da toxicidade.
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Figura 2 — Porcentuais de degradacéo das moléculas de LAS pela radiacéo ionizante, nas diferentes doses aplicadas.

CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos neste trabalho pode-se
concluir que o surfactante LAS apresentou elevada toxicidade
aguda e cronica e que a irradiac@o desse surfactante pode
contribuir parareducéo datoxicidade, com as doses de 3,0 kGy
e 6,0 kGy, nas condi¢Bes em que os ensai os foram realizados.
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Estudos Laboratoriais de Acumulo e Toxicidade de
Arsénio em Eichhornia crassipes e Salvinia auriculata
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RESUMO

A avaliagdo dos efeitos toxicos do arsénio (As) e a potencialidade de toleréncia de Eichhornia crassipes e Salvinia auriculata
ante a este elemento é um importante passo na sele¢éo de plantas a serem utilizadas como potenciais fitorremediadoras.
Os individuos dessas espécies foram coletados em locais livres de contaminagdo, desinfetados, aclimatados e submetidos
aos tratamentos com As na forma de arseniato de sodio nas concentrac@es: 0, 0,5, 2,5 e 5,0 mg.L~%. Apds sete dias de
exposicdo ao As, as plantas foram lavadas em solucdo de HCI 0,1N, separadas em raiz e parte aérea, secadas, pesadas
e digeridas em &guarégia. A determinacdo do As absorvida pelas plantas foi feita por espectrometria de emissdo em plasma-
ICP. Os resultados indicaram que S. auriculata acumulou mais As, apresentando necroses marginais nas folhas, enquanto
E. crassipes ndo apresentou nenhuma alteracdo morfoldgica visivel. A absorcdo de As pelas plantas aumentou
proporcionalmente com a concentragcdo em solucdo, sendo que S. auriculata foi mais sensivel. Esse padrdo foi observado
tanto para raizes quanto para as folhas nas duas espécies, sendo o acimulo maior nas raizes. No tratamento de 5 mgL™, S.
auriculata acumulou uma média de 146,66 nug g matéria seca de raiz e E. crassipes acumulou em média 56,29 ug g+
matéria seca de raiz. Provavelmente, 0 maior acimulo de As nessa concentracéo se deve a maior disponibilidade do elemento
e amaior proporcdo arsénio/fosfato na solugdo, visto que o processo de absor¢do do arseniato € competitivo com o fosfato.
Foram observados, ao longo do experimento, que as plantas-mae de S. auriculata, mesmo tendo os tecidos danificados,
foram capazes de emitir plantas-filhas morfol ogicamente sadias. Sugere-se que esse mecanismo de toleréncia possa estar
relacionado a algum processo que impega a translocacéo do arsénio para as plantas-filhas ou a um processo de aclimatacéo
a poluicéo.

Palavras-chave: arsénio, toxicidade, acdimulo, Salvinia auriculata, Eichhornia crassipes.

ABSTRACT

Laboratory study of arsenic accumulation and toxicity in Eichhornia crassipes and Salvinia auriculata

The evaluation of the toxicity effects of arsenic (As) and the tolerance potential of Eichhornia crassipes and Salvinia
auriculata regarding to this element, is an important step in the selection of plants for the purpose of phytoremediation.
Both species were collected at clean water bodies, disinfected, acclimatized and submitted to treatments with As as so-
dium arsenate at the concentrations: 0, 0.5, 2.5 and 5.0 mg.L . After seven days of exposure to As, the plants were washed
in asolution of HCI 0.1N. Shoot and root tissues were separated, dried and weighed. The As content analyses were car-
ried out by acid digestion of dried tissue samples followed by measurement of total concentration of arsenic by Induc-
tively-Coupled Plasma Atomic Emission Spectroscopy (ICP-AES). The results indicate that S. auriculata accumulated
more As, presenting marginal necroses in leaves, while, E. crassipes didn’t present any visible morphological alteration.
The As absorption for both species increased substantially with the external concentration and S. auriculata was more
sensitive. This effect was found either for roots and shoots in both species, highlight, the higher accumulation in roots.
In the treatment of 5.0 mg.L*S. auriculata accumulated in roots an average of 146.66 ng As g™ dry weight and E. crassipes
accumulated 56.29 ng g* Asdry weight. Probably, the highest As accumulation in this concentration in both species, was

*Corresponding author: Fernanda Pereira Guimarées, e-mail: fpguimaraes@vicosa.ufv.br.
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caused by the highest proportion of arsenic/phosphate in the solution, since the arsenate absorption competes with phosphate.
It was observed, along the experiment, that the “parent” plants of S. auriculata, although with leaves damaged, produced
“daughter” plants healthy. This probably tolerance mechanism can be related to some process that blocks the transloca-
tion of arsenic to “daughter” plants or can be a process of acclimatization to the pollution.

Key words: arsenic, toxicity, accumulation, Salvinia auriculata, Eichhornia crassipes.

INTRODUCAO

A contaminacdo de &gua por arsénio tem recebido enorme
atencédo devido ao grande potencial de causar doencas ao
homem (Matschullat et al., 2000), como: conjuntivite,
hiperqueratose, hiperpigmentacéo, doencas cardiovasculares,
distarbios do sistema nervoso central e vascular periférico,
cancer de pele e gangrenanos membros (Léonard & Lauwerys,
1980). A principal forma de contaminagdo do homem por
arsénio é através daingestéo de agua ou peixes contaminados
por esse elemento (Matschullat et al., 2000).

A contaminagéo de ambientes aquéticos por arsénio tem
origens naturais e antropogénicas. As fontes naturai s s8o rochas
gue possuem 0 arsénio em sua constitui¢do, que ao serem
lavadas liberam 0 mesmo para os corpos d'é&gua. A
contaminagéo de origem antropogénica, principal fonte de
contaminacéo dos ambientes aquaticos, ocorre devido a
utilizagdo de produtos agricolas ou de rejeitos de mineracao.
Osinsumos agricolas podem conter compostos arsénicas, como
0 arseniato de chumbo (PbHASO,) e o arseniato de calcio
(CaAsD,),, que sdo facilmente lixiviados para os corpos d' agua
(Calzada et al., 1998). Os rejeitos da mineracao, atraves da
drenagem é&cida, disponibilizam vérios metai s pesados, como
0 arsénio, o cadmio e o mercurio, contaminando o meio
ambiente, principal mente os aquaticos (Peterson et al ., 1996;
Matschullat et al., 2000; Santana-Filho, 2000), o que torna
a atividade mineréria bastante impactante.

Neste contexto, torna-se importante o estudo de espécies
de plantas potenciais bioindicadoras ou fitorremediadoras de
ambientes poluidos por arsénio. Vé&rias plantas aquaticas tém
sido estudadas e sugeridas como alternativas para solugéo de
problemas de contaminagdo ambiental, para avaliar a qualidade
da &gua, monitorar metais pesados, dentre outros (Dembitsky
& Rezanka, 2003). Os mecanismos de tolerancia das plantas
ametais pesados podem variar desde aimobilizacdo do metal
no meio extracelular até imobilizacdo do metal no vactolo,
com o auxilio de fitoquelatinas (Larcher, 2000).

A avaliacdo dos efeitos toxicos do arsénio, bem como
da potencialidade de tolerancia de Eichhornia crassipes
(aguapé) e Salvinia auriculata (salvinia) diante desse elemento,
€ um importante passo na selegdo de plantas que possam ser
utilizadas como potenciais bioindicadoras ou fitorremediadoras
de ambientes contaminados por arsénio.

Por serem espécies que apresentam alta taxa de ganho
de biomassa, podem ser beneficamente utilizadas como

extratores de poluentes aquaticos. Dessa forma, é de
fundamental importancia conhecer os efeitos do arsénio sobre
estas plantas, bem como a sua potencialidade de absorcéo,
afim de que possam ser utilizadas em processos de bioindicagéo
e fitorremediacdo de ambientes poluidos.

O objetivo deste trabalho foi determinar o potencial de
absorcéo de arsénio por Eichhornia crassipes e Salvinia
auriculata, bem como a sintomatol ogia apresentada por estas
plantas quando expostas ao arsénio.

MATERIAL E METODOS

Plantas de Eichhornia crassipes (aguapé) e Salvinia
auriculata (salvinia) foram coletadas em tanques, livres de
contaminacdo por arsénio, da Universidade Federa de Vigosa
As plantas passaram por um processo de desinfeccéo que
consistiu naimersdo em solucdo de hipoclorito 1%, por alguns
segundos, seguida da lavagem em agua corrente e agua
destilada.

As plantas foram previamente selecionadas, a fim de
manter a homogeneidade, e transferidas para vasos com
capacidade de 1,5 L de solugdo. Plantas de aguapé (3 plantas/
vaso) e de savinia (2 plantas/vaso) foram mantidas em solucdo
nutritiva de Hoagland com meiaforgaibnica, por 3 dias, em
sala de crescimento sob condigdes fotoautotréficas adequadas.
Essas condigdes consistiam em temperatura entre 23 e 25°C
e fotoperiodo de 16 horas de luz.

Apbs ostrés dias de aclimatacgo as plantas foram expostas
as seguintes concentragbes de arsénio: 0, 0,5, 2,5, 5,0 mgL 2, na
formade Na,HASO,.7H,O, com pH corrigido diariamente para
6,5.

Diariamente foram observadas as alteragdes morfol dgicas
nas folhas de E. crassipes e S. auriculata. Apds sete dias de
exposi¢ao, as plantas foram lavadas em soluggo de acido nitrico
(10%) e em seguida em égua desmineralizada com afinalidade
de remover o arsénio adsorvido.

As plantas foram separadas em raiz e parte aérea, sendo
secas em estufa a 70°C por trés dias para obtencéo do peso
seco. As amostras secas foram mineralizadas com aguarégia
(1:4, viv, HCI:-HNO,) em blocos digestores, diluidas em agua
deionizada, filtradas e andisadas por espectrometria de emissio
em plasma-| CP paraa determinacdo da concentracdo de arsénio
acumulado pelas plantas.

O experimento foi montado em delineamento inteiramente
casualizado com trés repetices para cada tratamento.
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RESULTADOSE DISCUSSAO

Individuos de Salvinia auriculata foram visudmente mais
sensiveis ao arsénio que individuos de Eichhornia crassipes,
gue praticamente ndo apresentaram nenhuma alteracdo
morfol dgica.

Durante o experimento, S auriculata apresentou necroses
marginais a partir do terceiro dia de exposi¢do a 0,5 mgLde
arsénio. Ja nas concentragdes de 2,5 mgL e de 5,0 mgLos
sintomas foram visiveis a partir do segundo dia. As éreas das
necroses apresentadas pel os individuos expostos a 5,0 mgL
de arsénio foram maiores do que as demais (Figura 1). Ap6s
sete dias de experimento as folhas de salvinia se encontravam
em estado de senescéncia.

Eichhornia crassipes ndo apresentou alteracbes
morfoldgicas (Figura2) nas diferentes concentrages de arsénio,
sendo um indicativo de que esta planta pode funcionar como
um potencial fitorremediador.

As duas espécies estudadas acumularam mais arsénio
nas raizes do que nas folhas. S auriculata acumulou em média
146,66 ug de As g* de matéria seca naraiz, e E. crassipes
acumulou em média 56,29 ug de As g* de MS de raiz.
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Provavelmente, os sintomas apresentados por salvinia se devem
ao maior acimulo de arsénio por estas plantas. Ao contrario,
0 aguapé ndo apresentou sintomas visuais devido ao menor
acimulo de As. Provavelmente essa planta possui mecanismos
gue impedem a absorc¢éo e/ou acimulo de arsénio.

O acuimulo de As em raiz e folha das duas espécies
aumentou proporcionalmente com o aumento da concentragéo
de arsénio em solucéo (Figuras 3 e 4). Esse padréo foi
verificado através de uma regressdo com ajuste em funcéo
logistica. No entanto, o experimento nédo evidenciou o valor
maximo de acumulacéo de As, sendo necessaria maior
concentracdo deste em solucéo para que as plantas atinjam
€sse pico.

O aumento do acumulo de arsénio pelas plantas esta
relacionado ao aumento da proporcéo arsénio/fosfato nos
diferentes tratamentos, visto que estes elementos competem
pelo mesmo sitio de absor¢do devido a sua similaridade
estrutural (Planas & Healey, 1978; Sanders, 1979). Dessa
forma, a sintomatologia mais freqiiente do arsénio esta
relacionada com a deficiéncia de fésforo, fazendo com que
as plantas apresentem pouco crescimento e 0corram necroses
amarronzadas nas folhas mais velhas (Taiz & Zeiger, 1991).

iy

5,0 mgL™" As

Figura 1 — Alterac6es morfol6gicas em plantas de Salvinia auriculata expostas a diferentes
concentragoes de arsénio. Seta indica folhas de plantas-filhas sadias, sem sintomas de toxicidez de arsénio.

Figura 2 — Plantas de Eichhornia crassipes expostas a diferentes concentraces de arsénio.
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Apesar de salviniater gpresentado sintomas de toxicidade
ao arsénio, as plantas-méae foram capazes de emitir plantas-
filhas morfologicamente normais (Figura 1), indicando
impedimento da translocagdo do As ou um processo de
aclimatagdo. Este mecanismo de tolerancia pode envolver a
producdo de fitoquel atinas, como ocorre com plantas tolerantes
aCdeCu (Outridge et al., 1991; Outridge & Hutchinson, 1991).
O aumento das fitoquel atinas nas plantas-filhas pode ocorrer
devido a translocagdo de fitoquel atinas das plantas-mée via
tecido vascular ou da sintese “ de novo” pelas proprias plantas-
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filhas em resposta a translocacao dos metais (Outridge et al .,
1991; Outridge & Hutchinson, 1991).

Este estudo mostrou que S. auriculata foi sensivel ao
As, podendo ser indicada como modelo para estudos de
bioindicacdo em é&reas contaminadas. E. crassipes foi tolerante
ao elemento, demonstrando potencial como fitorremediador
de ambientes aquéticos impactados por arsénio.

No entanto, so necessdrios estudos mai's detal hados sobre
as rotas metabdlicas, processos de especiacdo, compartimenta-
lizagdo e translocacéo do arsénio nos tecidos da planta.

y = (4610,24)/(1 + ((4610,24)/(1,9632) — 1)*exp(~(1,57192)*x))

—5005 1 2

3 4 5 6

Concentragéo de arsénio na solugao (mg/L)

Figura 3 — Regress&o ndo linear ajustada com uma fung&o logistica para acumulagdo de arsénio nas raizes de
Eichhornia crassipes (R?= 0,976). Os tratamentos foram 0,5 mgL, 2,5 mgL~e 5,0 mgL " de arsénio na solugao.
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Figura 4 — Regressdo no linear ajustada com uma fungéo logistica para acumulagédo de arsénio nas “raizes’ de
Salvinia auriculata (R?= 0,968). Os tratamentos foram 0,5 mgL~, 2,5 mgL~ e 5,0 mgL~* de arsénio na solugéo.
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RESUMO

Testes de ecotoxicidade tém sido Uteis para nortear agdes regulatorias voltadas a prevencdo de danos a ecossistemas
aquéticos. Os ensaios de rotina sdo baseados em exposi¢des agudas ou subcronicas e podem ser inadequados para detectar
uma disfungao reprodutiva apés prolongadas exposicoes a baixas concentraces de poluentes. Nesse contexto, propde-
se um método multigeracéo para avaliar os efeitos de substancias quimicas sobre a reproducéo do caramujo Biomphalaria
tenagophila. As substancias testadas incluem dois poluentes ambientais: o0 agrotoxico endosulfan e o componente quimico
industrial nonilfenol etoxilado. Caramujos adultos (10 por concentragdo) foram individual mente expostos a concentraces
n&o agudamente letais por duas geracdes. Os efeitos avaliados incluem: sobrevivéncia, fecundidade e desenvolvimento
embrionario. Os resultados obtidos mostram que alguns efeitos adversos sobre a reproducdo foram observados somente
apo6s a exposi¢ao continua por mais de uma geracéo. Uma comparacdo com resultados dos classicos testes cronicos de
curta duragdo mostra que o estudo multigeracéo proposto parece ser uma abordagem sensivel para avaliar efeitos cronicos
de poluentes ambientais.

Palavras-chave: ecotoxicologia aguatica, caramujos, testes de toxicidade, poluicdo das aguas, toxicologia reprodutiva.

ABSTRACT

Multigeneration method to evaluate effects of pollutants on the reproduction of freshwater snails

Ecotoxicity tests have been useful to guide regulatory decisions for pollution control to prevent adverse effects on aquatic
ecosystems. Routine assays are based on acute or sub-chronic exposures and may be inadequate for detecting a repro-
ductive impairment after long-term exposure to low concentrations of pollutants. To help adress this gap was proposed
a mutigeneration method to evaluate the effects of chemicals on the reproduction of Biomphalaria tenagophila shail.
Chemicals tested include two environmental pollutants, the pesticide endosulfan and the industrial chemical nonylphenol
ethoxylate. Adult snails (10 per concentration) were individually exposed to non acutely lethal concentrations for two
generations. Endpoints evaluated include: survival, fecundity and embrionic development. Results showed that some adverse
effects on reproduction were observed only after continuous exposure lasting longer than one generation. A comparative
analysis with results of classic short-term chronic tests show that the multigeneration study designed seems to be a sen-
sitive approach to evaluate chronic effects of environmental pollutants.

Key words: aquatic ecotoxicology, snails, toxicity tests, water pollution, reproductive toxicol ogy.
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INTRODUCAO

O controle da poluicdo das aguas é um dos grandes
desafios da populagdo humana na atualidade, visto que as
previsdes de escassez desse recurso natural vém gerando
preocupacdo em varios setores da sociedade. Nesse contexto,
além das determinagdes quimicas e andlises de parametros
fisico-quimicos, os testes de ecotoxicidade aquatica foram
elaborados para fornecer dados qualitativos e quantitativos
sobre os efeitos adversos de substancias quimicas em
organismos aqudticos e vém se mostrando muito Uteis para
orientar decisdes de pesquisadores, industrias e agéncias
ambientais, voltadas para evitar ou minimizar os impactos da
poluicdo hidrica. Os ensaios rotineiramente empregados
fundamentam-se em exposi¢des agudas ou subcrdnicas, com
destaque para os tradicionais testes rapidos de reproducao e
desenvolvimento, que podem ser inadequados para detectar
aspectos mais sutis da toxicidade, como disfungdes reprodutivas
ap0s exposi¢des prolongadas.

Desse modo, para avaliar a competéncia dos métodos
existentes na identificacéo e priorizacdo do perigo, torna-se
necesséria a geracéo de dados definitivos de efeitos sobre a
reproducdo de popul agdes cronicamente expostas (Arcand-Hoy
& Benson, 1998) e, nesse ponto, torna-se um pré-requisito fun-
damental o desenvolvimento de métodos de ensaio multigerago.

Assim sendo, o objetivo do presente trabalho € descre-
ver o protocolo multigeracéo desenvolvido para gastropodes
aguati cos, utilizando como espécie-teste 0 caramujo Biomphalaria
tenagophila, e comparar os resultados obtidos com outros de
cléssicos testes rapidos de efeitos sobre reproducéo e desen-
volvimento.

MATERIAISE METODOS

Organismo-teste — O organismo utilizado no presente
estudo é o molusco gastropode da espécie Biomphalaria
tenagophila. Os caramujos do género Biomphalaria séo
amplamente estudados no Brasil, porque trés das suas espécies
séo hospedeiras intermediarias do Schistosoma mansoni,
trematddeo parasita causador da esquistossomose mansonica.
Por se tratar de uma espécie hermafrodita, os experimentos
tém inicio com a exposicado individual de 10 organismos
sexual mente maduros (10 réplicas), com aproximadamente
3 meses de idade, por 8 semanas a cada uma das concentragdes
das substéncias testadas.

Exposicao e Manutencéo dos Organismos—A definicdo
do tempo de duragdo da exposi¢do da geracdo FO (8 semanas)
foi baseada nos dados de Andrade & Carvalho (1972), que
demonstraram, num acompanhamento da B. tenagophila por
20 semanas, que a oitava semanafoi uma das que apresentaram
maior pico reprodutivo para a espécie mantida no laboratério.
Como recipientes-teste foram utilizados copos de vidro, com
capacidade de 300 ml. Para evitar a fuga dos caramujos
expostos, os copos foram cobertos com fina malha de tecido.
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Durante o periodo de exposi¢ao realizaram-se, semana mente,
duas renovaces da solucdo-teste. A cada renovacéo era
fornecida a alimentagdo e inspecionavam-se 0S Copos para o
registro do nimero de ovos e de desovas por individuo. Visando
aotimizar areproducao e o crescimento dos organismos, era
oferecido, a cada renovacao de solugdo, o aimento, consistindo
em 0,20 mg de rag&o composta (Freitas et al., 1997) e cerca
de 1 cm? de alface fresca.

Substancias-teste — As substancias selecionadas para
serem incluidas neste estudo sdo poluentes previamente
documentados no ambiente aquético (Bennie, 1999; Laabs et
al., 2002), sfo suspeitas de terem atividade desreguladora do
sistema enddécrino e jaforam relatadas por afetar adversamente
areproducdo de outras espécies. O endosulfan € um inseticida
do grupo quimico ciclodienoclorado, registrado no Brasil para
uso agricola e como preservante de madeira. Embora apresente
baixa solubilidade em agua (0,3 mg/L ), contamina ecossi stemas
aquaticos em virtude, principalmente, dalixiviacdo de campos
agricolas e via despgio em rios proximos a areas industrializadas
onde ocorrem fabricacéo e formulagéo do inseticida (WHO,
1984). O produto utilizado no presente estudo foi 0 endosulfan
grau técnico, com 98,7% de pureza, fornecido pela empresa
Hoeschst-Agrevo. Os nonilfenol etoxilados sdo componentes
de varias formulagdes quimicas, incluindo detergentes, tintas,
cosméti cos, agrotoxicos, produtos téxteis, entre outros (Muller
& Schlatter, 1998), e seu uso resulta em grande contaminacdo
de corpos hidricos, principalmente via descarga de esgoto
urbano (Bennie, 1999). Varios estudos tém demonstrado
os efeitos adversos desses compostos em ambientes aquéticos
(Servos, 1999). A solubilidade aguosa do nonilfenol aumenta
conforme o tamanho da cadeia, e os compostos acima de
seis unidades etoxiladas sdo altamente solUveis (EHCH,
2001). No presente estudo foi utilizado o nonilfenol com
9,5 unidades etoxiladas, conhecido comerciamente como
RENEX 95, fornecido pela empresa BASF S.A.

Dilui¢bes — Todas as concentragdes testadas nos ensaios
foram preparadas com a égua mole sintética, padronizada pela
Associacdo Brasileira de Normas Técnicas para ensaios de
toxicidade com organismos agquéticos, com pH entre 7,2 e 7,6
e dureza nafaixa de 40 a48 mg/L em CaCO, (ABNT, 1993).
Neste estudo foram empregadas concentragdes nominais das
substancias, obtidas por meio de dilui¢des seriadas. Como
solvente para a diluicéo do endosulfan foi utilizado o acool
etilico marcaVETEC, com 99% de pureza. O etanal foi testado
na concentracéo de 0,0025% v/v, por ser esta a concentracao
presente na maior diluicdo do endosulfan.

Andlises Estatisticas — Para o célculo da toxicidade
aguda (CL , 95%) foi utilizado o método Trimmed Spearman
Karber, disponivel em programa para computador. Com vistas
arealizacdo de comparactes entre o desempenho reprodutivo
dos organismos testados e a determinagéo da Concentragdo
sem Efeito (CENO), efetuou-se a analise ANOVA seguida
do Teste de Dunnett, disponivel em programa para computador
na Verséo 1.5.
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Desenvolvimento do Método — A toxicidade aguda em
sistema estatico de exposi¢do e em 96 horas de exposi¢ao
para organismos adultos foi obtida visando a escolha das con-
centragBes a serem utilizadas no ensaio de reproducéo. Com
base nesses resultados determinou-se a concentracdo de efeito
letal ndo observado (CELNO), e estafoi estabelecida como
amais alta concentrac&o do teste definitivo. As outras duas
diluicdes do teste definitivo foram obtidas a partir da divisao
da CELNO/10 e da CELNO/100. Escolhidas as concentragtes
a serem utilizadas no ensaio reprodutivo, dez individuos adul-
tos (Geracdo FO) foram individualmente expostos, por
concentragdo, as substancias testadas, e duas vezes por semana,
na ocasiao de renovacdo da solucdo, durante oito semanas,
registraram-se o0 nimero de ovos por individuo, o nimero
de desovas por individuo e o nimero de ovos por desova.
Ao final das oito semanas determinou-se a embriotoxicidade,
e os descendentes vivos foram mantidos até trés meses de
idade para o amadurecimento sexual e inicio do estudo
reprodutivo da geracdo F1, que foi registrado tal como em
FO. Ao final das oito semanas de observagédo da F1, deter-
minou-se a toxicidade sobre os embrides F2. O tempo to-
tal de experimento relativo a cada substancia ficou em torno
de 20 semanas.

RESULTADOSE DISCUSSAO

Os dados obtidos mostram que o endosulfan apresen-
tou efeito inibitorio sobre areproducéo da geragdo FO namaior
concentracdo testada (0,1 mg/L) e sobre o nimero de ovos
por desova na concentragdo intermediaria (0,01 mg/L). Esse
efeito se pronunciou como inibi¢&o ou retardo significativo
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da eclosdo dos ovos de FO (individuos F1) na concentracdo
de 0,01 mg/L. Conseqguientemente, a partir das concentracoes
testadas pode-se dizer que a concentragdo nominal maxima
de endosulfan em que ndo se observou efeito (CENO) foi 0,001
mg/L (1 ug/L ou 1 ppb). Com o nonilfenol etoxilado foi
observada reducdo na fecundidade da geracéo FO entre os
grupos expostos as duas maiores concentragdes (0,1 e 1,0 mg/
L), delimitando uma CENO de 0,01 mg/L ou 10 ug/L em oito
semanas Naobservaco do desempenho reprodutivo da geracéo
F1, os resultados foram semelhantes aos da geragdo FO, to-
davia, houve claro retardo na eclosdo dos embrides gerados
pelos individuos F1 (geracdo F2) na concentracéo de 0,01 mg/
L, impedindo assim a determinacéo da CENO depois de 20
semanas, pois seu valor esta abaixo da menor concentracéo
testada.

Nas Tabelas 1 e 2 os resultados sdo comparados com
os de cléssicos testes de efeitos sobre a reproducéo e o de-
senvolvimento. Em relag@o ao endosulfan (Tabela 1), observe-
se que a CENO obtidafoi uma das mais baixas, sendo superior
apenas a obtida para reducé@o no crescimento do peixe
Pimephales promelas. Sobre o nonilfenol etoxilado, obser-
va-se, naTabela 2, que a CENO obtidafoi amais baixa. Os
resultados apresentados com o etanol ndo foram significati-
vamente diferentes do grupo controle, tanto na FO quanto na
FL/F2.

Nesse contexto, verifica-se que o estudo multigeracéo
proposto mostrou-se sensivel para detectar agravos ndo le-
tai's causados por substancias quimicas e que esse tipo de estudo
com caramujos pode vir a ser umainteressante alternativa para
a predicado dos efeitos cronicos de poluentes em ecossi stemas
aquéticos.

Tabela 1 — Comparagéo entre a CENO para o endosulfan, obtida na presente proposta, e valores obtidos nos tradicionais testes rapidos de efeitos

sobre a reproduc@o e o desenvolvimento. Valores expressos em pg/L.

Organismo-teste Efeito e duracéo CENO Referéncia

Pseudoklrc-:hnerlella Inib. cresc. 130 DeLorenzo et al.. 2002
subcapitatum (96 horas)
. Inib. reprod. .
Daphnia magna (21 dias) 150  Fernéndez-Casalderrey et al., 1993

Ceriodaphnia dubia In(li).Afr;par;d. 10 Sunderam et al., 1994

, Letal. einib. cresc.
Pimephales promelas (7 dias) 0,2 USEPA, 2002

Biomphalaria tenagophila eprod. e desenv. embrion 1 Presente estudo

(8 semanas)
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Tabela 2 — Comparagéo entre a CENO para o nonilfenol etoxilado, obtida na presente proposta, e valores obtidos nos tradicionais testes rapidos de
efeitos sobre a reproducéo e o desenvolvimento com diferentes formas do nonilfenol. Valores expressos em pg/L.

Nonilfenol (NP)  Organismo-teste Efeito e duragéo CENO Referéncia
Selenastrum Inib. cresc.
NP9 capricornutum (96 horas) 8000 Dornet al., 1993
NP Selenastrum Inib. cresc. 92 Servos, 1999
capricornutum (96 horas)
Inib. cresc.
N Daphni 1 D 51
P9 aphnia magna (7 dias) 0000 ornetal., 1993
. Inib. reprod.
NP Daphnia magna (21 dias) 100 Servos, 1999
NP Ceriodaphnia dubia Inib. r(_-:‘prod. 89 Servos, 1999
(7 dias)
Pimephales Letal. einib. cresc.
NP9 promelas (7 dias) 1000 Dornetal., 1993
Biomphalaria Reprod. e desenv. embrion.
NP9,5 tenagophila (8 semanas) f0 10 Presente estudo
(20 semanas) f1 <10
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RESUMO

A avaliacdo da qualidade do sedimento do Arroio Sapucaia, RS, Brasil, foi realizada em quatro pontos distintos, localizados
no curso do arroio, através da utilizac&o de diferentes metodol ogias de coleta (draga de Eckman e “corer hand”) e diferentes
organismos-teste (Hyal€ella azteca e Ceriodaphnia dubia). A avaliacéo foi realizada no periodo de margo de 2000 ajaneiro
de 2001, com a utilizagéo de ensai os de toxicidade baseados em metodol ogias padronizadas. De acordo com os resultados
deste estudo, observou-se que, com exce¢&o do primeiro ponto, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre
os amostradores. Os dados das avaliagdes ecotoxicol 6gicas com organismos bentonicos (H. azteca) e plancténicos (C.
dubia) indicam que os resultados das avalicdes dependem do organismo-teste utilizado, pois os dados apresentaram diferenca
estati sticamente significativa em trés dos quatro pontos avaliados. De acordo com o0s ensaios de toxicidade, os resultados
do monitoramento do Arroio Sapucaia, RS, demonstraram aumento na degradacéo deste ambiente ao longo dos pontos
amostrais, da nascente em direcéo a foz.

Palavras-chave: sedimento, toxicidade, Hyalella, Ceriodaphnia, amostradores.

ABSTRACT

Ecotoxicological assessment of the sediment in Arroio Sapucaia, RS,
Brazil, using different sampling devices and test or ganisms

Assessment of sediment quality in Arroio Sapucaia, a stream in the state of Rio Grande do Sul, Brazil, was conducted
at four locations along its course with use of two sampling devices (Eckman grab and “corer hand”) and two species of
test organisms (Hyal€ella azteca and Ceriodaphnia dubia). This evaluation was performed from March/2000 through January/
2001, using toxicity essays based on standard methodology. According to results of this study, there was no significant
difference between sampling devices, with the exception of the first sampling location. Ecotoxicological evaluation containing
benthic (H. azteca) and plankton (C. dubia) organisms indicate that results depend on which test organism is used, since
three of the total sampling locations showed significant difference. In general, according to toxicity essays, monitoring
results for Arroio Sapucaiaindicate an increase in environmental deterioration along its sampling locations, from upstream
to downstream.

Key words: sediment, toxicity, Hyalella, Ceriodaphnia, sampling devices.
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INTRODUCAO

Os sedimentos de ambientes aquéticos atuam como fonte
e dep6sito de materiais organicos e inorganicos (Burton &
MacPherson, 1995; Burton et al., 2001). Esses ambientes
apresentam fudamental importancia nos ciclos biogeoquimicos
e na base da rede alimentar de vérios organismos. A
contaminacdo desse compartimento pode causar efeitos
prejudiciais no ecossistema, alguns mais evidentes e outros
mais discretos ou desconhecidos. A contaminagéo do sedimento
pode ter efeitos indesejados ndo apenas nos organi smos
bentdnicos, mas em outros elementos da cadeia tréfica, uma
vez que o sedimento fornece habitat, alimento e locais de
reproducdo para determinados organismos (Baudo et al., 1999).

De acordo com Leppanen et al. (1998), ensaios de
toxicidade com sedimento sdo ferramentas importantes, pois
fornecem informagBes complementares a caracterizaggo quimica
e biologica.

A maneira como o sedimento é coletado, estocado e
manipulado pode influenciar os resultados das analises
ecotoxicoldgicas. Segundo Stemmer et al. (1990), o principal
critério para uma coleta adequada e para a escolha de um
amostrador confiavel é que este apresente repetibilidade sem
que ocorram alteracBes e contaminagdes na amostra. Conforme
Burton & MacPherson (1995), o método mais apropriado,
dependera das caracteristicas do sedimento, da eficiéncia
requerida e do objetivo do estudo.

Segundo Burton et al. (2001), ha grande variedade de
ensaios de toxicidade paraavdiar os sedimentos. Cadaum desses
ensaios possui caracteristicas préprias e avalia as respostas
utilizando diferentes espécies. Para Hoss et al. (1999), as
variacles nas respostas dos organi smos-testes podem ocorrer
por diferentes graus de contaminac&o ou pela variagdo natural
de propriedades fisicas e quimicas do sedimento.

Burton & MacPherson (1995) e Duan et al. (1997)
afirmam que Hyalella azteca (crustaceo, anfipodo) séo
organismos epibentdnicos, detritivoros; com curto ciclo de
vida; de fécil cultivo; e com tolerancia a diferentes tamanhos
de particulas de sedimento. Conforme Ingersoll et al. (2000),
essa espécie tem sido recomendada para avaliacdes de
sedimento devido a sua sensibilidade a contaminantes e por
estar em contato direto com esse compartimento.

Organismos ndo bentdnicos também tém sido utilizados
para a avaliacéo da toxicidade de amostras de sedimento.
Segundo Sasson-Brickson & Burton (1991), o microcrustaceo
Ceriodaphnia dubia (crustéceo, cladocera) tem-se mostrado
uma espécie com aplicabilidade em avaliacBes de toxicidade
do sedimento. De acordo com Munawar et al. (1999), embora
nao sgjam bentdnicos, 0s microcrustaceos apresentam propensio
para habitar a interface &gua-sedimento, alimentando-se na
superficie do sedimento e com isso aumentando a possibilidade
de contato dos organimos com as particulas téxicas do
sedimento.
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Destaforma, visando adeterminar diferencas nos resultados
dos ensaios ecotoxicol 6gicos de sedimento em funcéo das
metodol ogias de coleta e dos organismos-teste utilizados, foram
realizadas avaliagBes ecotoxicol dgicas do sedimento do Arroio
Sapucaia, RS, Brasil, com amostras obtidas através de “corer
hand” e draga de Eckman. Além disso, nesta avaliag&o, foram
utilizados organismos-teste padronizados, H. azteca e C. dubia.

MATERIAL E METODOS

As avaliagOes ecotoxicoldgicas do sedimento foram
realizadas através de ensaios de toxicidade aguda paraH. azteca,
com amostras coletadas com draga de Eckman e * corer hand”,
e toxicidade crénica para C. dubia, com amostras col etadas
com draga de Eckman.

A metodologia adotada na realizacdo dos ensaios de
toxicidade com H. azteca baseou-se em USEPA (1994) e Burton
& MacPherson (1995). Individuos jovens foram expostos a
amostras de sedimento integral, por periodo de 10 dias, em
que foi observada a mortalidade dos organismos; ja os ensaios
com C. dubia basearam-se em USEPA (1994), em que heonatas
foram expostas a amostras de sedimento integral, por um
periodo de 7 dias, sendo observadas a reproducéo e a morta-
lidade dos organismos.

Os ensai os de toxicidade foram avaiados estatisticamente
pelaAndise de Variancia (ANOVA), complementada pelo Teste
de Comparagbes Multiplas Dunnett ou Steel Many One Rank.
A verificagdo de diferenca estatisticamente significativa entre
os resultados dos ensaios de toxicidade foi determinada pela
Andlise de Variancia (ANOVA), complementada pelo Teste
de Comparagdes Mltiplas Dunnett T3 ou Steel Many One
Rank em nivel de significancia de 5%, a partir dos dados de
sobrevivéncia dos organismos-teste (H. azteca e C. dubia).

RESULTADOSE DISCUSSAO

A Figura 1 apresenta os resultados da avaliacdo
ecotoxicol 6gica do sedimento Arroio Sapucaia, realizada com
amostras coletadas com “ corer hand” ou draga de Eckman. Os
dados demonstram variacdo na toxicidade apenas nos ensaios
1 e4, paraamodiras coletadas com “ corer hand”, ambos no ponto
1. A partir damédia dos valores de sobrevivéncia de H. azteca
foi determinada a diferenca significativa entre os amostradores.
O resultado da andlise estatistica demonstrou diferenca entre
0s coletores apenas o ponto 1, considerado 0 menos impactado
por estar localizado na nascente do corpo receptor.

Stemmer et al. (1990) realizaram ensaios de toxicidade
aguda com Daphnia magna e C. dubia e avaliaram ainfluéncia
da amostragem pela comparacdo de amostras de sedimento
coletadas com draga de Eckman e “corer hand”, provenientes
de um rio receptor de efluentes industriais e despejos agricolas.
Os autores concluiram que, apesar de normamente haver maior
toxicidade associada ao sedimento coletado com “ corer hand”,
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em relagdo adraga de Eckman, ndo houve diferenca significativa
entre os métodos amostrais. Esses resultados, de certaforma,
concordam com este estudo, umavez que gpenas no ponto 1 houve
diferenca estatisticamente significativa, que pode estar associada
a0 ambiente amostrado. De acordo com Stemmer et al. (1990),
as variagdes observadas ndo necessariamente estéo relacionadas
a fatores metodol 6gicos, mas ambientais, devido a natureza
heterogénea e as complexas interagdes que ocorrem no sedimento
e que podem afetar a toxicidade.

Portanto, sugere-se que 0 monitoramento do Arroio
Sapucaia pode ser realizado tanto com amostras coletadas com
“corer hand” como com draga de Eckman.

A Tabela 1 apresenta os resultados da avaliacdo
ecotoxicoldgica do sedimento do Arroio Sapucaia, realizada
com a exposic¢do de diferentes organismos-teste. Os dados
demonstram variagdo natoxicidade, indicando que C. dubia
ndo foi capaz de detectar atoxicidade das amostras das estagles
3 e 4, ao contrario de H. azteca. A partir dos valores de
sobrevivéncia de H. azteca e de C. dubia foi determinada a
diferenca significativa entre os organismos-teste. O resultado
da andlise estatistica demonstrou diferenca estatisticamente
significativa nos pontos 1, 3 e 4. Com exce¢do do ponto 1,
os demais sdo considerados os impactados por receberem a
maior carga de despejos.

Por ser um organismo zooplanténico, normalmente C.
dubia é utilizada em avaliagfes da qualidade de &guas
superficiais ou efluentes. Apesar disso, as metodologias
padronizadas que determinam a execu¢do dos ensaios de
toxicidade com sedimento também recomendam sua utilizagdo
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para esse compartimento. 1sso explica a diferenca observada
entre os organismos-teste utilizados (H. azteca e C. dubia).
Por ser um organismo benténico, H. azteca parece ser mais
adequado em avaliagbes de toxicidade aguda com sedimentos.
De acordo com Borgamann et al. (1989), os ensaios
de sedimento com H. azteca possuem algumas vantagens em
relacao ans mesmos ensai os com daphnideos, pois os anfipodos
ficam em contato direto com os contaminantes. Além disso,
organismos bentdnicos sdo indicadores do local de
contaminacdo. McNulty et al. (1999) ressaltam, também, que
invertebrados bentdnicos s&o utilizados como organismos-teste
para a avaliagdo da toxicidade do sedimento devido a sua
interacdo com este ambiente e sua posi¢céo na cadeia alimentar.
A avaliagdo do sedimento do Arroio Sapucaia, RS,
realizado através de ensaios de toxicidade demonstrou que
h& distin¢do entre os pontos de coleta, que pode ser decorrente
das influéncias antrépicas recebidas pel os pontos. Os pontos
3 e 4 foram considerados os mais impactados. O ponto 3 esta
localizado no interior de uma vila popular, que lanca no arroio
seu lixo doméstico. Além disso, esse ponto localiza-se na
juncao do arroio em estudo com um segundo arroio que recebe
o efluente final de uma refinaria de petréleo. O ponto 4,
localizado na foz do Arroio Sapucaia, recebe descargas
residenciais, industriais e agricolas. Essa avaliagéo realizada
com diferentes organismos-teste demonstrou que pode ter
ocorrido aumento na toxicidade do sedimento do arroio ao
longo dos pontos, uma vez que houve diminui¢do na
sobrevivéncia de H. azteca, assim como nas taxas de
reproducéo de C. dubia.
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Figura 1 — Toxicidade aguda do sedimento do Arroio Sapucaia, RS, com H. azteca,
com amostras coletadas com draga de Eckman e “corer hand”, nas diferentes estacbes amostrais.
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Tabela 1 — Resultado dos ensaios de toxicidade aguda, com H. azteca, e toxicidade crénica, com C. dubia, com amostras de sedimento provenientes
de pontos no Arroio Sapucaia, RS. Os ensaios 1, 2, 3 e 4 correspondem as andlises realizadas com amostras da 12, 22, 32 e 42 coletas.

Pontos de coleta Organismos-teste Repetigoes

1= 2e 3 4e
Ponto 1 Hyalella azteca NT NT NT NT
Ponto 1 Ceriodaphnia dubia NT NT T NT
Ponto 2 Hyalella azteca NT NT NT NT
Ponto 2 Ceriodaphnia dubia T NT NT NT
Ponto 3 Hyalella azteca T T NT T
Ponto 3 Ceriodaphnia dubia T NT NT NT
Ponto 4 Hyalella azteca T T T T
Ponto 4 Ceriodaphnia dubia T NT NT NT

T =téxico, NT = ndo toxico.
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Fertilidade e Sensibilidade de Daphnia similis e
Daphnia magna Submetidas a Diferentes Cultivos

A. C. Beatricl,” A. ARenzon, N. J. CoivBra & M. T. RavA-RODRIGUEZ
Centro de Ecologia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), CEP 91501-970, Porto Alegre, RS

RESUMO

Diferentes condicdes de cultivo podem influenciar a produtividade e sensibilidade dos organismos. Este trabalho tem por
objetivo avaliar ainfluéncia de diferentes dietas e meios de cultivo na sensibilidade e nareproducdo de D. similise D. magna.
As dietas consistiam na utilizagdo das algas Pseudokirchneriella subcapitata na concentracdo de 1,5.10° célsml? e
Scenedesmus subspi catus na concentragdo de 106 céls.ml-1. A combinagdo dessas algas com o complemento de umaragéo
de truta ou artémia também foi utilizada. Em cada tratamento observou-se diariamente o nimero médio de neonatos
produzidos por fémea no periodo de 21 dias. Paralelamente, foram realizados ensaios de sensibilidade ao dicromato de
potéassio de acordo com a NBR 12713 para cada dieta. Os resultados obtidos quanto a fertilidade, quando submetidas a
uma dieta com as algas P. subcapitata para D. similis e S. subspicatus para D. magna, tendo o complemento de uma ragéo
de artémia, demonstraram que, independente do meio utilizado para o cultivo, areprodugdo nao variou significativamente,
0 que caracteriza aragdo de artémia como uma alternativa ao meio M4. Quanto a sensibilidade, em todos os casos analisados,
guando cultivados em meio M4, os organismos mostraram-se mais resistentes ao dicromato de potassio do que quando
cultivados em meio I SO.

Palavras-chave: D. similis, D. magna, sensibilidade, fertilidade.

ABSTRACT

Productivity and sensitivity of Daphnia similis and Daphnia magna in different cultivation’s aspects

Various aspects of cultivation may influence an organism’s productivity and sensitivity. This research focuses on evalu-
ating the effects of different diets and cultivation media on sensitivity and reproduction of D. similis and D. magna. Diets
consisted of Pseudokirchneriella subcapitata at 1.5.10° cells.ml™ and Scenedesmus subspicatus at 106 cells.mi-L. This algae
combination was supplemented with a trout or Artemia feed. During twenty one days the mean number of neonates per
female were observed daily for each treatment. Simultaneously to this, Potassium dichromate sensitivity essays were also
performed, according to NBR 12713, for each diet. Results on fertility was not significantly altered while using a diet
of P. subcapitata for D. similis and S. subspicatus for D. magna, indicating Artemia feed as an alternative to M4 medium.
Regarding sensitivity, every analyzed case showed more resistance to Potassium dichromate when cultivated in 1SO medium.

Key words: D. similis, D. magna, sensitivity, fertility.

INTRODUCAO 1980; Fonseca, 1991; CETESB, 1992; Campagna, 1994;
Pedrozo, 1995; Ferrdo-Filho et al., 2000).
Espécies do género Daphnia, com grande participagdo Ha diferentes metodol ogias para realizacéo de cultivos

na comunidade zooplancténica em todo o mundo, témtido e ensaios de toxicidade, como USEPA (USEPA, 1993) e as
sua biologia amplamente estudada (Herbert, 1978). Diferentes  normas NBR 12713 (ABNT, 1993), DIN 38412 (DIN, 1989),
espécies, como D. pulex, D. pulicaria, D. magna e D. similis, 150 6341(1S0, 1996) e OECD 202 (OECD, 2000). Em relagio
vém sendo cultivadas em laboratério e utilizadas em ensaios  aos cultivos, no entanto, s3o sugeridas diferentes combinages
ecotoxicol6gicos (Green, 1955; Allan, 1976; Lei & Armitage, e concentragBes de alimentos, assim como caracteristicas da

*Corresponding author: Aline Cristina Beatrici, e-mail: aline@ecologia.ufrgs.br.
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agua de cultivo, que podem ser utilizadas de acordo com as
condicdes e necessidades de cada laboratorio.

Segundo Maranho & Nieweglowski (1995), o uso de
véarias fontes de alimentos e diversos meios de cultura
influenciam a variabilidade interlaboratoria de resultados dos
ensaios de toxicidade com D. magna.

Seco-Gordillo et al. (1998) consideram a natureza do
meio utilizado para o ensaio e as condi¢des de cultivo como
causas da obtencao de diferentes respostas de D. magna aalguns
metais pesados, entre eles o Dicromato de Potassio. Assim
como Silva et al. (2003), deixam clara a necessidade de
estabelecer condic¢des mais definidas para os cultivos de
Daphnia a fim de reduzir essa variabilidade nos resultados
de EC,, 24 h. O presente estudo objetiva verificar se as
condicdes de cultivo dos organismos-teste Daphnia similis
e Daphnia magna utilizados em ensaios ecotoxicol 6gicos
podem influenciar suas respostas a determinadas variaveis,
como fertilidade e sensibilidade.

MATERIAL E METODOS

Osindividuos da espécie D. similise D. magna foram
mantidos com base na norma NBR 12713 (ABNT, 1993) e
D. magna com base na norma 1SO 6341 (1SO, 1996).

O meio basico (meio |SO) foi preparado segundo anorma
1SO 6341 (IS0, 1996) e o M4 foi preparado segundo a norma
DIN 38412 (DIN, 1989). Esses meios foram gjustados de acordo
com as necessidades das espécies estudas (42 a48 mg.L de
CaCO, paraD. similis e 210 a 260 mg.L™* de CaCO, paraD.
magna). Para a dilui¢do dos ensaios de sensibilidade foi
utilizado apenas 0 meio bésico.

NaDietaA, os organismos receberam como Unicafonte
de alimento a alga Pseudokirchneriella subcapitata cultivada
e administrada para os cultivos na concentragdo de 1,5.10°
célsml~ por individuo, segundo sugere USEPA (USEPA, 1993).
NaDieta B foi fornecida como Unicafonte de alimento aaga
Scenedesmus subspicatus cultivada e administrada para os
cultivos na concentracao de 10° célsml por individuo segundo
sugere DIN 38412 (DIN, 1989). A Dieta C consistia em uma
combinagdo das dietas A e B, na mesma propor¢ao.

ParaD. similis, adieta D consistianacombinagdo daaga
P. subcapitata com o aimento composto de truta (ABNT, 1993)
eadieta E, nacombinacdo damesmaalga, porém com o aimento
composto de artémia (Beatrici, 2000), ambos fornecidos na
concentracéo de 4 g. L. ParaD. magna, adieta D consistia
nacombinagdo daagaS subspicatus com o aimento composto
detrutafermentada e adieta E, na combinaco damesmaalga,
porém com o alimento composto de artémia fermentado.

Os individuos foram divididos em quatro réplicas com
dez individuos cada. Para cada uma das réplicas de cada
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tratamento, o nimero de fémeas vivas e neonatas produzidas
foi observado diariamente, por um periodo de 21 dias, para
gue se estimasse 0 nimero médio de neonatas por fémea por
dia. Depois de contadas, as neonatas foram descartadas.

A fertilidade de D. similise D. magna, para cada dieta,
foi estimada a partir do niimero médio de neonatas produzidas
por fémea vivaldia. Os dados foram analisados estati sticamente
através daAnalise de Variancia complementada pelo Ensaio
de Comparagdes Mltiplas de Dunnett, em nivel de significancia
de 5%, considerando cada dia como uma repeti¢do do
experimento, resultando para cada dieta um total de 21
repeticdes com 4 réplicas em cada.

Os ensaios de sensibilidade foram realizados segundo
NBR 12713 (ABNT, 1993) paraD. similis e segundo | SO 6341
(IS0, 1996) para D. magna. Como substancia de referéncia
utilizou-se Dicromato de Potéssio nas concentracfes de 0,01,
0,02, 0,04, 0,085, 0,17 € 0,35 mg.L* paraD. similise de 0,3,
0,5,0,7,1,0, 1,5 e 2,0 mg.L™ para D. magna.

RESULTADOSE DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta as andlises estatisticas dos dados
de fertilidade de D. similis e D. magna quando submetidos
aos diferentes tratamentos propostos.

D. smilis, quando cultivadaem meio M4, obteve amelhor
resposta quanto a fertilidade ao receber as dietas A e E, que
diferiram significativamente das dietas B, C e D, que
apresentaram menor producdo de neonatas. Quando mantidas
em meio |SO e expostas as dietas A, B e C, apresentaram
reproducdo inferior a um individuo por fémea por dia. Este
desempenho pode ser considerado insatisfatério se utilizarmos
como referéncia normas reconhecidas internacionalmente que
utilizem dafinideos em ensaios de toxicidade crénica. Em
USEPA (2002), estipulou-se 0 minimo de 40 neonatas produzi-
das por fémea no periodo de 21 dias nos controles dos ensaios
de toxicidade crénica com D. magna e de 15 neonatas para
Ceriodaphnia dubia, ambas equivalendo aproximadamente
a duas neonatas por fémea por dia para que o resultado do
ensaio sgja considerado vélido.

O numero de neonatas produzidas por D. similis, em
presenca de P. subcapitata e racdo de artémia (dieta E), em
meio SO e meio M4, se apresentaram estatisticamente seme-
Ihantes. Para as demais dietas, areproducdo de D. similis foi
sempre estatisticamente maior em presenca do meio M4. A
presenca de um meio nutritivo (M4) ou um complemento a
base de raco incrementa o desempenho reprodutivo desta
espécie. Lewis & Maki (1981), ao exporem D. magna auma
dieta de P. subcapitata com o complemento de umaracéo de
truta, observaram reproducdo 70% maior do que quando
alimentadas somente com P. subcapitata ou somente com rag&o.
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Quando cultivada em meio M4, D. magna responde de
forma semelhante a todas as dietas expostas, ndo apresentando
diferencas estatisticamente significativas para o niUmero de
neonatas produzidas por fémea por dia. Para os cultivos
mantidos em meio 1SO também ndo se observou diferenca
estatisticamente significativa entre as dietas. Maranho &
Nieweglowski (1995), ao compararem a reproducéo de D.
magna quando submetidas a trés diferentes meios de cultivo
(Agua de torneira desclorada, aguamineral e M4), verificaram
diferencas significativas no comportamento reprodutivo desse
organismo, observando maior reproducdo de D. magna em
presenca do meio M4. Embora alguns autores (K eating, 1985;
Maranho & Nieweglowski, 1995; Goulden, 1998) e normas
DIN 38412 (DIN, 1989) e OECD 202 (OECD, 2000) enfatizem
autilizacdo de um meio nutritivo para os cultivos de dafinideos,
D. magna, quando cultivada com este meio recebendo como
alimento a dieta E (combinagéo da alga S. subspicatus com
alimento composto de Artémiafermentada), ndo apresentou
fertilidade significativamente diferente do que quando submetida
amesma dieta em meio |1 SO.

Quanto a sensibilidade dos organismos, independente da
dieta utilizada, em meio M4, tanto D. simlis quanto D. magna
apresentaram menor sensibilidade ao Dicromato de Potéssio do
gue quando cultivadas somente em meio 1SO (Tabelas 4 e 5).

D. magna apresentou maior resisténcia ao Dicromato
de Potéssio quando cultivada em meio M4. Esta diferenca
foi significativa (oo = 0,05) quando utilizada racdo como
complemento alimentar, e sua maior sensibilidade foi
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constatada quando cultivada em meio SO com a dieta B.
D. similis apresentou maior resisténcia a substancia de
referéncia, recebendo a dieta E, quando cultivada em meio
M4 do que em meio 1SO. A maior sensibilidade observou-
se quando cultivada com meio ISO e dietasA, B e C. Assim
como paraD. magna, D. similisfoi significativamente mais
resistente ao Dicromato de Potéssio quando cultivadaem meio
M4 com complemento de racéo.

Pode-se observar neste trabalho que as dietas e meios
de cultivo responsavei s pelo desempenho reprodutivo insatis-
fatério dos organismos foram também responsaveis por maior
sensibilidade ao Dicromato de Potassio. Embora o nimero
de filhotes produzidos por D. magna ndo aumente significa-
tivamente com o uso do meio M4, independente do alimento
utilizado, sua sensibilidade é significativamente menor neste
meio. Essa maior resisténcia dos organismos sugere possives
variagdes de resultados dos ensai os ecotoxicol 6gicos durante
a escolha de um ou outro meio de cultivo e da combinacéo
de alimento utilizado. Winner et al. (1977) observaram que
o0 estado nutricional de Daphnia sp. influenciou a toxicidade
de substancias quimicas para 0s organismos, especialmente
No ensaio crdnico em que o crescimento e a reproducdo foram
avaliados.

Ao compararmos as sensibilidades das duas espécies
avaliadas neste trabal ho, verificamos que, dentro de um mesmo
meio de cultivo, independentemente da dieta fornecida, D.
magna sempre demonstrou menor sensibilidade ao Dicromato
de Potassio quando comparada a D. similis.

Tabela 1 — Médias dos valores de fertilidade (n° médio de neonatas por fémea por dia) de D. similis e D. magna
observadas em cada tratamento. N representa nimero total de eventos reprodutivos considerando as 4 réplicas.

D. similis D. magna
Reproducéo Reproducao
Grupo n — — Grupo n — —
Média Erro-padréo Média Erro-padréo
M4-DSE 59 9,58° 0,91 M4-DM-E 52 6,35 0,82
ISO-DE-E 64 9,30° 0,69 M4-DM-E 52 597® 0,88
M4-DS-A 60 6,61° 0,56 ISO-DM-E 32 5,92° 0,73
M4-DS-C 60 5,94° 0,47 M4-DM-C 52 5728° 0,79
M4-DSB 60 5,32° 0,37 M4-DM-A 51  4,80° 0,64
M4-DSD 60 4,69° 0,51 ISO-DM-D 48 447" 0,54
ISO-DE-D 64 1,20° 0,14 ISO-DM-A 60 4,27° 0,71
ISO-DE-A 57 0,61% 0,15 ISO-DM-C 60 3,97° 0,59
ISO-DE-C 56 0,33 0,08 ISO-DM-B 60 3,77° 0,62

Médias seguidas de letras distintas diferem em nivel de significancia de 5%.

ISO-DS-B néo reproduziul.
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Tabela 2 — Sensibilidade (CE50; 48 h) de D. similis e D. magna em diferentes meios de cultivos e dietas.

D. similis D. magna
Dieta Meio 1SO MeoM4 Dieta MeiolSO MeoM4

0,15 0,87 1,10
A 0,04 0,18 A 0,93 1,17
0,17 0,62 1,19
0,18 0,85 1,27
B * 0,14 B 0,43 1,40
0,29 0,76 1,29
0,18 0,87 1,11
C 0,04 0,07 C 0,84 1,20
0,17 0,95 1,50
D 0,04 0,21 D 0,81 igg
0,08 0,29 0,97 178
0,06 0,23 1,67
E 0,08 0,30 E 122 1,43
0,07 0,29 ' 1,61

*Ensaio de sensibilidade n&o realizado. Vaores em mg.L ™.
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RESUMO

Sryphnodendron adstringens (Martius) Coville (Leguminosae), popularmente conhecida como barbatim&o, é uma planta
medicinal que cresce abundantemente nas Savanas centrais do Brasil. A decoccéo ou infusdo da casca rugosa do tronco
tem sido tradicionalmente utilizada pela populagéo brasileira no tratamento de diarréias, leucorréias e como antiinflamatorio.
O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito antigenotdxico do extrato etandlico de barbatiméo (EEB) contra danos induzidos
pela mitomicina C (MMC) pelo teste do microntcleo em medula 6ssea de camundongos. Doses do EEB (50 mg/kg, 100
mg/kg e 200 mg/kg) e MM C (4 mg/kg) foram co-administradas via intraperitonial (i.p.) em grupos de 5 (cinco) animais
por tratamento. Para controle positivo, foi administrada uma dose de 4 mg/kg de MMC i.p. e para controle negativo, H,O
destilada estéril. As preparac@es citol 6gicas foram realizadas de acordo com a metodologia de Heddle (1973). Para todas
as doses, a frequéncia de eritrécitos policromaticos micronucleados (EPCMN) foi avaliada 24 h apds administragdo. Os
resultados obtidos mostraram que o EEB na dose de 50 mg/kg n&o provocou diminui¢do significativa na freqiéncia de
EPCMN (média = 28,6; DP = 1,67) quando comparada ao controle positivo (média = 30,6; DP = 2,70) (p > 0,05). No
entanto, nas doses de 100 mg/kg (média = 19,8; DP = 2,28) e 200 mg/kg (média = 16,8; DP = 2,58) de EEB foi observada
inibicéo significativa da frequéncia de EPCMN induzidos pela MMC (p < 0,05). Desse modo, os resultados indicaram
gue o EEB exibiu atividade antigenotdxica em medula éssea de camundongos.

Palavras-chave: barbatim&o, antigenotoxicidade, mitomicina C, microntcleo, camundongos.

ABSTRACT

Modulatory effect of extract of Stryphnodendron adstringens Mart.
(barbatimé&o) against induced damage by mitomicyn C in mice

Sryphnodendron adstringens (Martius) Coville (Leguminosae), popularly known as “barbatim&o”, is a medicinal plant
that grows in the central Savannas of Brazil. Decoctions or infusions of the stem bark are traditionally used by the na-
tive population of Brazil in the treatment of leukorrhea, diarrhoea and as an anti-inflammatory medicine. The aim of this
study was to evaluate the antigenotoxicity effect of ethanolic extract of barbatim&o (EEB) against induced damage by
mitomycin C (MMC) by the bone marrow micronucleus test in mice. Doses of EEB (50 mg/kg, 100 mg/kg e 200 mg/kg)
and MMC (4 mg/kg) were administered simultaneously by intraperitonial injection (i.p.) in groups of 5 (five) animals for
treatment. The positive control received aMMC i.p. (4 mg/kg) and negative control, distilled and sterilized H,O. Cyto-
logical preparations were done according Heddle (1973). For all the doses, micronucleated polychromatic erythrocytes
frequency (MNPCE) was evaluated at period of 24 h. The obtained results showed no significantly inhibition of MNPCE

*Corresponding author: Lee Chen Chen, e-mail: chenlee@icb.ufg.br.
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frequency (mean = 28.6; SD = 1.67) in the dose of 50 mg/kg of EEB compared to positive control (mean = 30.6; SD =
2.70) (p > 0.05). However, the EEB in doses of 100 mg/kg (mean = 19.8; SD = 2.28) and 200 mg/kg (mean = 16.8; SD =
2.58) suppressed significantly the frequency of MNPCE induced by MMC (p < 0.05). Thus, the results indicated that the
EEB exhibited antigenotoxic activity in bone marrow of mice.

Key words: barbatim&o, antigenotoxicity, mitomycin C, micronucleus, mice.

INTRODUCAO

Sryphnodendron adstringens (Martius) Coville
(Leguminosae), popularmente conhecida como barbatiméo,
é umaplantamedicinal que cresce abundantemente nas Savanas
centrais do Brasil. A decocgdo ou infusdo da casca rugosa do
tronco tem sido tradicional mente utilizada pela popul acéo nativa
no tratamento de diarréias, leucorréias e como antiinflamatério
(Santos et al., 1987; Panizza et al., 1988). O S. adstringens
é condtituido quimicamente por flavondides, taninos e dcal6ides
(Mello et al., 1996). A planta contém uma grande quantidade
de taninos, variando entre 10% e 37%, dependendo do local
e da estagdo do ano em que a amostra é coletada (Teixeira
et al., 1990; Mello et al., 1996).

Estudos farmacol 6gicos preliminares dessa planta tém
demonstrado significativo efeito curativo da casca do seu tronco
(Neveset al., 1992a,b). Os estudos mostraram que o extrato
aquoso de barbatimao possui propriedades antiinflamatorias,
analgésicas e protetoras da mucosa gastrica (Audi et al., 1999;
Bersani-Amado et al., 1996; Limaet al., 1998). Além disso,
as atividades moluscidal e fungicida do barbatim&o também
jaforam descritas (Couto et al., 2000; Bezerra et al., 2002).
Pesquisas conduzidas recentemente revelaram ainda a auséncia
de genotoxicidade do fitotergpico da planta em sistemas
procariotos e em drostfilas (D’ Oliveira, 1998; de Souza et
al., 2003). O presente estudo tem por objetivo investigar a
atividade antigenotOxica do extrato etandlico liofilizado da
casca do tronco da planta S. adstringens pelo teste do
micronulcleo em camundongos.

MATERIAL E METODOS

Stryphnodendron adstringens Mart. (Barbatim&o)

O extrato etandlico comercia de Sryphnodendron
adstringens Mart. foi adquirido da indistria farmacéutica
brasileira“As Ervas Curam”, Curitiba, Parana. A liofilizacdo
foi realizada no Laboratério de Produtos Naturais — 1Q/UFG.

Animais

Foram utilizados 25 camundongos Mus musculus (Swiss
Webster) out bred, machos, pesando 35 + 10 g, com idade de
8-12 semanas, procedentes do Biotério Central daUniversidade
Federal de Goiés. Os animais foram trazidos 7 dias antes do

experimento para o laboratério, onde foram mantidos (24 +
2°C; 55 * 5% de umidade relativa) com um ciclo 12 h claro/
escuro, e alimentados com ragdo comercia (Albina, Ecibra
Ltda.) e &gua, ambas oferecidas “ ad libitum” .

Drogas e reagentes

Mitomicina C (Bristol-Myers Squibb), fosfato de sodio
dibésico (Merck), fosfato de sodio monobésico (Merck), Giemsa
(Doles), metanol (Ecibra) e soro fetal bovino (Nutricell).

Procedimento experimental

Grupos de 5 animais foram tratados via intraperitonial
(i.p.) com extrato etandlico liofilizado de barbatim&o nas doses
de 50 mg/kg, 100 mg/kg e 200 mg/kg, diluido em agua destilada
estéril, juntamente com 4 mg/kg (80% da DL ) de mitomicina
C (MMQ) i.p. Para controle positivo, foi administrada uma
dose de 4 mg/kg de MMC g, para controle negativo, agua
destilada estéril. Paratodas as doses utilizadas, afrequéncia
de eritrocitos policrométicos micronucleados (EPCMN) foi
avaliada no tempo de 24 horas pés-tratamento. Os animais
foram sacrificados por deslocamento cervical e os fémures
retirados. As epifises do fémur foram cortadas e a medula 6ssea
lavada com soro fetal bovino. Apds homogeneizacdo da medula
no soro, esta foi centrifugada a 300 g por 5 minutos. O
sobrenadante foi parcial mente descartado. O precipitado de
células foi homogeneizado e uma gota de suspenséo celular
foi transferida paraalaminade vidro, ondefoi feito o esfregaco
celular. Apos secagem das laminas, estas foram fixadas em
metanol absoluto durante 5 minutos e coradas em solugdo
Giemsa tamponada (pH 6,8) por um periodo de 15 minutos
(Heddle, 1973). Decorrido esse periodo, as |aminas foram
lavadas em &gua corrente e deixadas secar em condicfes
ambientais.

Andlise citogenética

A andlise das |aminas foi realizada em microscopio de
luz (Olympus BH-2) com a finalidade de detectar possiveis
aberracBes e/ou perdas cromossdmicas (microndcleos) nos
eritrécitos policrométicos (EPC) da medula éssea dos animais
submetidos aos diferentes tratamentos. As células foram
visualizadas em objetiva de imersdo (1000x), avaliando-se 2000
EPC, com duas |aminas para cada animal, conforme Schmid
(1975).
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Andlise estatistica

A médiae o desvio-padrdo dos valores de EPCMN/2000
EPC foram representados. Foi redlizada comparac@o das médias
de EPCMN dos tratamentos com o grupo controle positivo
(MMC) peo teste t-Student. O vaor dep < 0,05foi considerado
significativo.

RESULTADOSE DISCUSSAO

Atualmente, a farmacologia e a toxicidade de plantas
utilizadas na medicina alternativa tém recebido a atencdo da
comunidade cientifica para a verificagéo de suas propriedades
farmacol ogicas e/ou terapéuticas, e também para ainvestigacéo
de suas possiveis atividades toxicol 6gicas (Rebeccaet al., 2002).
No presentetrabalho foi avdiado o efeito antimutagénico do extrato
etandlico de barbatimé&o (EEB) contra danos induzidos pdaMMC
pelo teste do micronlcleo em medula 6ssea de camundongos.
O referido teste visa a detectar e quantificar a agdo mutagénica
€/ou antimutagénica de agentes indutores e € amplamente aceito
pelas agénciasinternacionai s e ingtitui ges governamentais, como
parte de uma bateria de testes recomendada para estabel ecer a
avaiacdo e o registro de novos produtos quimicos e farmacéuticos
gue entram no mercado mundial (Choy, 2001).

Os resultados obtidos da freqiiéncia de EPCMN da
medula 6ssea de camundongos tratados com diferentes doses
de EEB est&o apresentados na Tabela 1.
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Os resultados obtidos mostraram que o EEB na dose de
50 mg/kg ndo provocou diminuic¢do significativa nafreqiiéncia
de EPCMN quando comparada ao controle positivo (p > 0,05).
No entanto, nas doses de 100 mg/kg e 200 mg/kg de EEB foi
observada inibi¢éo significativa da fregtiéncia de EPCMN
induzidos pela MMC (p < 0,05). Desse modo, os resultados
indicaram que o barbatiméo exibiu atividade antimutagénica
em camundongos.

A identificacdo precisa dos principios ativos do S.
adstringens ainda ndo é claramente elucidada. Entretanto, os
taninos sdo compostos que possivelmente contribuem
significativamente na atuacdo em diversas atividades bioldgicas
daplanta (Rebecca et al., 2003). Nalliteratura, ha descricoes
gue taninos e compostos relacionados exerceram diversas
atividades farmacol 6gicas, como acdo bactericida, antiviral,
moliscidd e antihelmintica, antihepatotdxica, inibicdo de xantina
oxidase e mono-amino oxidase einibiggo de glicos Itransferases.
A atividade antimutagénica do barbatim&o observada em nossos
estudos pode estar rel acionada a acdo antioxidante e a habilidade
dos taninos de formar complexos com outras macromol éculas,
como proteinas, polissacarideos e ions metalicos (Haslam,
1996).

Agradecimentos — O presente trabalho foi financiado pelo CNPg, FUNAPE
e UFG. Os autores agradecem ao Dr. Pedro Henrique Ferri e Dra. Suzana
da Costa Santos, do Laboratério de Produtos Naturais do Instituto de Quimica
da UFG, pela liofilizagdo do extrato etandlico da planta.

Tabela 1 — Efeito da administracéo i.p. de EEB + MMC e controles em medula 6ssea de camundongos.

N°de Dados individuais (EPCM N/2000 EPC) _
Controles L X+s
animais a b c d e
H2O4ges. 5 12 10 9 8 10 9,80+ 1,48
MMC 5 29 31 28 35 30 30,60+ 2,70
o Dadosindividuais .
Tratamento N”de (EPCM N/2000 EPC) Xts Atividade
animais antimutagénica
a b c d e
EEB (50 mg/kg) + MMC 5 28 30 29 30 26 2860+1,67
EEB (100 mg/kg) + MMC 5 17 23 19 19 21 19,80+2,28 -
EEB (200 mg/kg) + MMC 5 16 20 14 15 19 16,80+2,58 -

CP: ciclofosfamida; MMC: mitomicina C; EEB: extrato de barbatim&o; EPC: eritrdcitos policrométicos; EPCMN: eritrécitos

policrométicos micronucleados. — atividade antimutagénica.
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RESUMO

O principal objetivo deste trabalho foi estudar a distribuicdo espacial de Hg em sélidos em suspensédo no trecho do Alto
rio Madeira, compreendido entre sua formacéo pela confluéncia dos rios Beni e Mamoré até a cidade de Porto Velho,
RO, utilizando-se técnicas de andlise geoestatistica. As coletas foram realizadas no periodo de 22 a 29 de novembro de
2003, sendo em seguida determinados os teores de Hg total por espectrofotometria de absor¢éo atbmica com geracéo de
vapor frio. Os resultados revelam aumento médio das concentracdes de Hg no Alto rio Madeira, a partir de sua formacgéo
(rios Beni e Mamoré) e ao longo de seu curso, principalmente na area de entrada de seus principais afluentes da margem
direita (rios Jaci-Parana e Mutum-Parand), demonstrados pela técnica de Krigagem ordinaria pontual. O uso da técnica
geoestatistica possibilitou observar o aporte importante de Hg dos afluentes que reforcam a tese da origem natural do
Hg ou ainda a redisponibilizaco do Hg inativo nas areas de florestas proximas ao garimpo com o intenso uso da terra
na regido.

Palavras-chave: geoestatistica, solidos em suspensdo, mercurio, rio Madeira.

ABSTRACT

Spatial distribution of mercury concentration in suspension solids of the upper Madeira river, Rondénia

The main goal of this work was going to study the spatial distribution of mercury in suspension solid in the upper Ma-
deirariver, comprehended between its formation by Beni and Mamoreé rivers until Porto Velho's city, using geostatistical
analysis techniques. The samplings were performed in November 22" to 29", 2003, and soon after, the total mercury was
determined by atomic absorption spectrophotometer coupled cold vapor generation. The results revealed average increase
in Hg concentrations at the Upper Madeira river, from its formation (Beni and Mamoreé rivers) and along its course, but
mostly in the area of its main right bank affluents (Jaci-Parand and Mutum-Paranarivers), demonstrated by Pontual Kriging
technique. The geostatistical technique used allowed to observe important increase of Hg in the main tributaries, which
suggests the natural source of Hg or its redisponibilization from forests areas near gold mining by the regional land use.

Key words: geostatistic, suspension solids, mercury, Madeirariver.

INTRODUCAO 1993; Guyot et al., 1999; Filizola-Janior, 1999). De acordo

com Guyot et al. (1999), o transporte de solidos em suspensdo

A Dbacia de drenagem do rio Madeira, devido asua  norio Madeirachegaa40 x 10°t.ano™, tornando-o um veiculo

importéancia quanto ao fluxo de solidos em suspensédo  de transporte e dispersio de poluentes organicos e inorganicos,

carreados ao rio Amazonas, tem sido avaliada por varios  aexemplo de elementos-traco adsorvidos as particulas em
autores (Sioli, 1967; Meade et al., 1985; Martinelli et al.,  suspens3o.
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O transporte de Hg adsorvido aos sdlidos em suspensdo
nabaciado rio Madeira, oriundo das atividades de garimpagem
de ouro, da erosio dos solos marginais e da queima de floresta,
tem sido o foco das discussdes sobre a dinamica e
disponibilidade do Hg na bacia do rio Madeira (Pfeiffer &
Lacerda, 1988; Maurice-Bourgoin et al., 2000; Lechler et al.,
2000).

Entretanto, ainda ndo hé referéncias de estudos sobre
um model o de distribuicéo espacia dos sdlidos em suspensdo
relacionando-os com a distribuicéo de Hg na bacia do rio
Madeira. Atualmente, procedimentos de avaliagdo da
distribuicéo espacia de Hg baseados na modelagem espacial
tém sido utilizados, principa mente através de métodos geoesta
tisticos, como atécnica de variografia e Krigagem. Os mapas
de isoteores gerados através das técnicas geoestatisticas séo
ferramentas Uteis paraidentificar gradientes de concentragéo
de um eemento quimico (Wasserman & Queiroz, 2004). Deste
modo, o principal objetivo deste trabalho foi modelar a
distribuicéo espacial das concentractes de mercirio nos sélidos
em suspensdo (TSS) no trecho do Alto rio Madeira, RO,
utilizando-se técnicas geoestatisticas.

AREA DE ESTUDO

O rio Madeira é o maior afluente da margem direita do
rio Amazonas, tendo 1.459 km de extensdo, a partir da
confluéncia dos rios Mamoré e Beni, e vazéo média de 23.000
m?®/s. Seus rios formadores sdo originérios ou recebem grande
influénciadosAltiplanos Andinos, cujaregido de relevo eevado
origina-se de rochas vulcano-sedimentares de idade Terciaria
Devido as suas caracteristicas limnoldgicas, o rio Madeira é
classificado como rio de agua branca, rico em material
dissolvido e particulado, com transparéncia médiade 10 a 50
cm (Sioli, 1967).

A é&ea de estudo situa-se no Alto rio Madeira,
compreendendo desde a sua formacédo pelos rios Mamoré e
Beni, seus afluentes da margem direita (rio Jaci-Paranaerio
Mutum-Parand) e seu mais importante afluente da margem
esguerda (rio Abund), chegando até a Cachoeira de Santo
Antbnio, Porto Velho (Figura 1). Nesse trecho de cerca de 360
km, o rio Madeira apresenta 18 cachoeiras, com desnivel
aproximado de 72 m e indice de declividade de 20 cm/km.

METODOLOGIA

A amostragem foi realizada no periodo de 22 a 29 de
novembro de 2003, inicio das chuvas naregi&o e consequiente
aumento do nivel fluviométrico do rio Madeira. Para elaboracdo
do desenho experimental empregou-se a metodol ogia proposta
por Bernardi et al. (2001), utilizando-se um receptor de GPS.
Estabeleceram-se 11 transectos em uma &rea de 250 km de
extensdo no rio Madeira, sendo 3 pontos por transecto (margens
equerda e direita e centro do candl), distribuidos em umamalha
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regular. A amostragem dos principais afluentes foi realizada
apenas no ponto central do rio.

As amostras foram coletadas a +25 cm abaixo da
superficie dalamina d’ &gua, obtendo-se de forma geral maior
composi¢ao de particulas menores que 63 wm ou 250 mesh,
gue séo elementos-chave no transporte de elementos-traco.
Em laboratério, as amostras foram submetidas a um processo
de filtragem a vacuo em filtro de celulose de 0,45 um de
didmetro de poro (Meade et al., 1985). Posteriormente, as
amostras foram submetidas a uma extragéo &cida proposta por
Bastos et al. (1998), e a quantificagdo das concentragdes de
Hg foi realizada por EAA (espectrofotometria de absorgéo
atémica com sistemade injecdo em fluxo — FIMS 400 — Perkin
Elmer®).

Para a construgdo dos mapas de isoteores dos solidos
em suspensao e concentragdes de Hg foi utilizada a técnica
de Krigagem ordinéria pontual com interpolador a partir de
semivariogramas, utilizando-se o aplicativo Surfer 8°. O
processo de Krigagem estima o valor de umavariavel, em uma
posicdo Z(X) ndo amostrada, a partir de uma pré-andlise espacial
do conjunto de amostras utilizando-se semivariogramas
experimentais. O valor estimado no processo de Krigagem é
dado por:

N

Z(%0) =2 MZ(%i)

i=1

em que: N € o nimero de vizinhos medidos, Z(y,) sdo utilizados
na estimativa da variavel e A, sdo os ponderadores aplicados
acadaZ(y,), os quais s3o selecionados de formaque aestimativa
obtida seja ndo tendenciosa. Assim, tem-se o estimador ndo
tendencioso da Krigagem ordinaria pontual dado pelaférmula:
E[Z,— Z*] (Guerra, 1988).

RESULTADOSE DISCUSSAO

Os resultados referentes a carga total de solidos em
suspensdo (TSS) no Alto rio Madeira (Figura 2) corroboram
os estudos realizados por Sioli (1967), Martinelli et al. (1993),
Filizola-Junior (1999) e Guyot et al. (1999), em que se
evindenciaaorigem da carga solida transportada no rio Madeira
pela drenagem de rios provenientes da regido Andina, princi-
palmente por influéncia do rio Beni (TSS = 415,68 mg.L™?),
gue possui carga solida suspensa 11 vezes superior ado rio
Mamoré no periodo de vazante (TSS = 30,63 mg.L™?). Jaos
afluentes do Alto rio Madeira tém pequena contribuic¢éo no
fluxo sedimentar, devido a pouca quantidade de solidos em
suspensdo, na ordem de 10 até 100 vezes menos particulas
gue o rio Madeira, atuando em conjunto com 0s processos de
erosdo marginal no canal do rio Madeira para o enriquecimento
de elementos-traco no talvegue desse rio.

Neste estudo, os valores médios de Hg adsorvidos aos
solidos em suspensao no Alto rio Madeira variaram de 5,67
a 247,02 ug.kg™ (Figura 2). Esses valores estéo acima dos
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encontrados por Maurice-Bourgoin et al. (2000) no rio Beni
(2-8 ug.kg™) enorio Madeira (10 pug.kg™) no final da década
de 1990. Na Figura 2 observa-se que ocorre aumento médio
nas concentragdes de Hg adsorvido aos solidos em suspensao
no rio Madeira apds a sua formagdo e ao longo do seu curso,
principalmente nos pontos de confluéncia com os seus afluentes
(P4 —rio Jaci-Parana; P8 —rio Mutum-Parana; P11 — |garapé
Araras), embora apresentem menor quantidade de solidos em
suspensdo. Observam-se também grandes variagfes de Hg nas
regifes proximas a confluéncia com esses afluentes (P11, P9,
P8, P6, P5 e P4), onde ocorrem maiores concentragdes de Hg,
possivel mente relacionadas ao enriquecimento por Hg dos solos
marginais de floresta devido a deposicéo atmosférica de Hg
proveniente da queima do amalgama Hg-Au no garimpo. Isso
pode estar relacionado a redisponibilizacdo do mercurio
remanescente, pois esses afluentes foram intensivamente

9.020.000
9.000.000
8.980.000
8.960.0001
P1
8.940.000
Rio Abuna
8.920.000
8.900.0001

8.880.000

8.860.000
Rio Ber

FRio Mamoré

240.000 280.000 320.000 360.000 400.000

Amazonas

. *{a\

/" BOLIVIA

J. Braz. Soc. Ecotoxicol., v. 1, n. 2,2006 133

utilizados como &reas de manutencdo de bal sas e dragas no
periodo auge da mineragdo de ouro entre as décadas de 1970
e 1990. N&o se descarta também a possibilidade da entrada
de Hg proveniente das florestas devido ao atual intenso uso
da terra pela atividade de agropecuéria.

Durante aintensa mineracéo de ouro naregido, a perda
de Hg no processo chegou a atingir de 40% a 45% do total
utilizado lancado diretamente no rio Madeira, e o restante do
Hg sublimava para a atmosfera na ordem de 55% a 60%
(Pfeiffer & Lacerda, 1988). Umavez que a deposi¢ao damaior
parte do Hg atmosférico originado em garimpos na Amazonia
ocorre a cercade 20 a 40 km dafonte (Lacerda et al., 2004),
é provavel que amaior parte do Hg perdido para a atmosfera
em Rondbnia tenha sido depositada nesses solos marginais
de florestas. E atualmente, com o intenso uso da terra, esse
Hg estaria sendo redisponibilizado para os cursos d’ agua.

BRASIL

-Amazonas

ST R orto VO
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Figura 1 — Localizacdo da érea de estudo.

550+ + 260
A L4 1
5004 240
A 1220
450+
A A 1 200
A
400+ A
s, A 1180
350+ A A
— A A RS’ A, 70~
| A |
o 3001A A, Ad A A 1140 2
E A A A 2
1 1120 =
@ 250 A A N =
= 1100
200 °
g 180
150 )
o o bt ° .0' 160
100{@® ®
.‘..‘. Y 0 o %0%,00 ¢ ¢ %0g¢0 of 40
50 1
N A A T20
0 A L
g‘t_)oggﬂggﬂggﬂag%oggﬂggo%gﬂEgngngéggﬂ‘ﬁz
\—ﬂ-ém'lgmﬂ-§<rﬂ-<§ri§mﬂ-%@'l%r\ﬂ-gwﬂ-%Smﬂ-goEgjrgéo%
o aa an ad a4 a4 an ad ase ayts@gtys
< <
=

A Sodlidos em suspenséo (TSS)

@ Concentragdes de Hg

Figura 2 — Concentragdes de mercurio e total de sdlidos em suspensao no Alto rio Madeira.
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A andlise espacial dos solidos em suspensao através
da técnica geoestatistica de variografia gjustou-se aum model o
semivariografico anisotrépico esférico (Figura 3A). Este
modelo explica a dependéncia espacial dos sélidos em
suspensao até a distancia de 38.000 m (@), ou seja, existe
dependénciaespacial entre os valores separados por distancias
maiores do que o intervalo de amostragem (25 km). Desta
forma, a amostragem sistematica em malha utilizada se
adequou ao alcance obtido, explicando que todos os pontos
dessa malha podem ser usados para a interpolacéo de valores
pelatécnica de Krigagem.

O patamar obtido (C = 10.000) indica a variancia segundo
aqual afuncdo se estabiliza no campo aleatdrio. Deste ponto
em diante, considera-se que ndo ha mais dependéncia espacial
entre as amostras, porque a variancia da diferenca entre os
pares de amostras torna-se aleatéria. A dispersdo espacial dos
solidos em suspensao com taxa de anisotropiade 2.0 etoleréncia
angular de 56° com diregdo 21 indica que essa variavel possui
direcdo preferencial de variacdo: Noroeste. E o efeito pepita
(Co = 1.400) indica que ha descontinuidade entre valores
separados por distancias menores do que o usado no intervalo
de amostragem.

Solidos em suspensao (mg.L’1)
30.0001 Diregdo: 21,0 Tolerancia: 56,0
A
—~ 25.000
D
©
‘5 20.000
o
‘@
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Os mapas de isoteores dos sdlidos em suspensdo, gerados
pelatécnica de Krigagem ordinéria pontual (Figuras 4A e B),
demonstram as variagdes nas concentracdes de solidos em
suspensao nos pontos de confluéncia com os seus principais
afluentes (aguas pretas), que nascem nos Pacaas Novos.
Drenando solos de formag&o quaternaria, ou sgja, que sofrem
menos intemperismo, conseqiientemente ocorre menor liberagéo
de sedimentos. Para as concentragfes de Hg, o modelo gustado
fol o modelo anisotrépico linear (Figura 3B). Essetipo de modelo
ndo atinge o patamar, ou sgja, a variavel apresenta aumento
congtante de variabilidade a medida que adisténcia éincrementada.
Sendo esse tipo de model o utilizado para modelar fenémenos
gue possuem capacidade infinita de dispersdo. O efeito pepita
na origem dos dados (Co = 80) indica pequenas desconti-
nuidades rel acionadas a variabilidade das concentragdes de
Hg em pequena escala ndo captada pela amostragem. Os mapas
de isoteores das concentragdes de Hg, gerados pela técnica
de Krigagem (Figuras 5A e B), demonstram a influéncia
exercida pelos afluentes amostrados para 0 aumento damédia
regional das concentragdes de Hg ao longo do Alto rio Madeira,
tendo a concentragéo de Hg do rio Mutum-Parana ultrapassado
amédia mundial, que é de 200 ug.kg™.
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Figura 3 — Semivariogramas dos solidos em suspens&o (A) e das concentracoes de Hg (B).
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Figura 5 — Mapas de isoteores de Hg (ug.kg™ = ppb) nos sélidos em suspenséo dos
pontos de confluéncia com os afluentes: Mutum-Parana (A) e Jaci-Parana (B).

CONCLUSOES

Este estudo revela que, mesmo com asignificativa reducéo
nos langamentos de Hg provenientes das atividades de
mineracdo de ouro naregido, o Hg continua sendo transportado
pelos sdlidos em suspensdo no Alto rio Madeira, principalmente
nas areas em torno dos principais afluentes, rios Jaci-Parana
e Mutum-Paran&. Esta contribui¢do de Hg proveniente dos
principais tributarios pode estar rel acionada as intensas préticas
agropecuarias, como a queimada de florestas e 0 avanco da
producdo de soja, resultando no aumento da erosdo dos solos
marginais. Portanto, recomenda-se a continuidade do monitora-
mento na regido, sobretudo pela potencial biodisponibilidade
e pelo efeito biomagnificador do Hg para a diversificada biota
regional.
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RESUMO

Os problemas oriundos de éreas contaminadas vém crescendo cada vez mais no Brasil. Essas areas podem ser representadas
por postos de servicos, locais de disposicdo inadequada de residuos solidos, industrias desativadas, etc., e muitas vezes
se encontram nas proximidades de ecossistemas, causando impactos negativos. A avaliagdo da contaminagéo dessas areas
tem sido realizada apenas com o auxilio de parémetros quimicos, sem a insercéo da avaliagéo ecotoxicoldgica. O objetivo
deste trabalho foi iniciar ensaios preliminares segundo o draft da 1SO, que descreve um ensaio de comportamento para
testar a qualidade de solos e a toxicidade de substancias quimicas com o organismo Eisenia fetida (minhoca). Esse ensaio
pode ser aplicado como um métado répido para determinar a biodisponibilidade de substancias quimicas ou de contaminantes
no solo para E. fetida, em que o comportamento de fuga € usado como indicador. Com base nos resultados, pode ser decidido
se 0 ensaio de reproducdo com a mesma espécie deve ou ndo ser realizado. Amostras de areas contaminadas com diferentes
concentracOes de hidrocarbonetos provindas de uma garagem de 6nibus, um posto de servigos e uma area com derramamento
de 6leo foram analisadas por meio desse ensaio. Os resultados da amostra originada da garagem de 6nibus mostraram
gue 96% dos organismos fugiram da secéo que continha a amostra contaminada para a se¢do onde estava o solo controle,
indicando que a amostra pode ser considerada toxica, apresentando sua funcéo de habitat limitada. A toxicidade dessa
amostra foi posteriormente confirmada pelos ensaios de letalidade e reproducédo. Os resultados preliminares indicaram
gue o ensaio de comportamento foi um indicador rapido da toxicidade da amostra e pode ser aplicado como complementacao
da avaliacdo de areas contaminadas por hidrocarbonetos.

Palavras-chave: ecotoxicologia terrestre, minhoca, Eisenia fetida, areas contaminadas, hidrocarbonetos.

ABSTRACT

Avoidance test using earthworms (Eisenia fetida) for
contaminated sites evaluation: preliminary results for hydrocarbon contamination

Problems related to contaminated sites are increasing in Brazil. These sites can be represented by gas station, waste disposal
areas, abandoned industrial facilities, etc. and in general are located in the neighborhood of important ecosystems, be-
ing cause of negative impacts. Evaluation of contaminated sites in Brazil has been done using only chemical parameters,
without ecotoxicological studies. The aim of this study was initiate preliminary tests according to the draft of 1SO that

*Corresponding author: Cristina L. S. Sisinno, e-mail: cristina.sisinno@uol.com.br.
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describes an avoidance test used to assess soil quality and toxicity from chemical to Eisenia fetida (earthworm). This test
can be applied as arapid screening test to determinate the bioavailability of chemicals or contaminantsin soil to E. fetida,
where the avoidance behaviour is used as indicator. In accordance to the results, it can be decided if reproduction test
with the same species must be performed. Samples from contaminated sites with different hydrocarbons concentrations
collected from a bus garage, a gas station and a contaminated oil spilling area were analysed. The results of the sample
from the bus station showed that 96% of the organisms escaped from the contaminated sample section to the control soil
section. This indicates that the sample can be considered toxic, presenting the habitat function limited. The toxicity of
this sample was confirmed later by mortality and reproduction tests. The preliminary results indicated that avoidance test
was arapid indicator of sample toxicity and can be applied as a complement to evaluate hydrocarbons contaminated sites.

Key words: terrestrial ecotoxicology, earthworm, Eisenia fetida, contaminated sites, hydrocarbons.

INTRODUCAO

Os problemas oriundos de areas contaminadas vém
crescendo cada vez mais no Brasil. Essas areas podem ser
representadas por postos de servicos e abastecimento, locais
de disposicéo inadequada de residuos sélidos, industrias
desativadas, etc., e muitas vezes encontram-se has proximidades
de nucleos populacionais e ecossistemas, podendo causar
impactos negativos ao ambiente e a salide.

Estudos de avaliagéo de risco ambiental, ecoldgico e a
salide humana podem ser realizados em éreas contaminadas,
mas ainda séo considerados em desenvolvimento e pouco
aplicados no Brasil (Sisinno, 2003).

Algumas areas contaminadas por substancias quimicas
de importancia para a saide humana e ambiental tém sido
freguientemente estudadas e cresce o interesse dos 6rgaos de
salide e ambiente no controle do impacto causado por esses
locais, umavez que aidentificag8o e o cadastramento dessas
areas permitem que agdes preventivas ou corretivas rel acionadas
a possivel contaminagdo do solo, ar, aguas superficiais e
subterréneas e biota sejam estabelecidas, e os riscos
minimizados.

A avaliacdo da contaminacdo dessas areas tem sido
realizada apenas com o auxilio de par@metros quimicos, sem
ainsercdo da avaliagdo ecotoxicoldgica. Entretanto, por meio
dos ensaios ecotoxicol dgicos sao verificados os efeitos das
varidveis ambientais que sdo capazes de afetar a toxicidade
das substancias aos componentes vivos de um ecossistema.
Dessa forma, esses ensaios podem indicar uma resposta mais
precisa da toxicidade dos contaminantes presentes nas amostras
para 0s organismos Vivos; 0 que apenas a andlise quimicade
cada composto, separadamente, ndo é capaz de avaliar.

Os procedimentos para execucéo de ensai0s ecotoxi-
col dgicos com organismos aquéticos sdo bem estabel ecidos
e descritos em normas técnicas brasileiras da Associagao
Brasileira de Normas Técnicas (ABNT), métodos de alguns
Orgéos de fiscalizagdo ambiental, como a Fundag&o Estadual
de Engenharia do Meio Ambiente — RJ (FEEMA) e a
Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental — SP
(CETESB), e métodos descritos no Manual de Testes para
Avaliacdo da Ecotoxicidade de Agentes Quimicos, organizado
pelo Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovaveis (IBAMA) (Sisinno et al., 2004).

Entretanto, os ensaios para avaliacdo da ecotoxicidade
com organismos de solo ndo estdo bem estabel ecidos no Brasil
por ndo existirem ainda normas daABNT e pelo fato de os
métodos descritos no Manual do IBAMA estarem desatuali-
zados. Dessa forma, quando hé necessidade de avaliagéo da
contaminagdo de amostras de solos, normamente sdo utilizados
métodos internacional mente reconhecidos, como os da 1SO
(International Organization for Sandardization), OECD
(Organization for Economic Co-operation and Devel opment)
e EPA (Environmental Protection Agency — USA) (Sisinno et
al., 2004).

Esses métodos, entretanto, séo desenvolvidos para
determinar atoxicidade de substancias adicionadas a um solo
artificial, afim de que vérios interferentes sgjam eliminados.
O grande desafio na adaptacdo desses métodos para a
complementagdo da avaliag8o de &reas contaminadas é a
substituicdo do substrato artificial pelas amostras de solos
trazidas dessas areas, a avaliagdo dos possiveis interferentes
nos resultados, bem como a escol ha dos organi smos-teste para
amostras com determinadas caracteristicas.

O objetivo deste estudo foi realizar ensaios de toxicidade
com minhocas em amostras naturais provenientes de areas
contaminadas por hidrocarbonetos, a fim de que sua utilizacdo
sgjaanalisada como complementacdo no processo de avaiacdo
de é&reas contaminadas.

MATERIAISE METODOS

Amostras de areas contaminadas por hidrocarbonetos
originadas de uma garagem de 6nibus (Amostra 1), um posto
de servigos e abastecimento (Amostra 2) e uma area com
derramamento de éleo (Amostra 3) foram avaliadas utilizando-
Se ensai 0s de comportamento com minhocas da espécie Eisenia
fetida (Savigny, 1826) (Oligochaeta, Lumbricidae), segundo
o draft da SO Avoidance test for testing the quality of soils
and the toxicity of chemicals (1SO, 2002).

Os ensaios de letalidade e reproducgéo foram realizados
de acordo com as normas 1SO 11268-1 — Soil quality — Effects
of pollutants on earthworms (Eisenia fetida) — Part 1.
Determination of acute toxicity using artificial soil substrate
(IS0, 1993) eSO 11268-2 — Sail quality — Effects of pollutants
on earthworms (Eisenia fetida) — Part 2: Determination of
effects on reproduction (SO, 1998).



Ensaio de Comportamento com Minhocas (Eisenia fetida) para Avaliagéo...

O solo controle foi preparado artificialmente, segundo a
ISO 11268-2, na proporcado de 70% de areialavada e peneirada,
20% de caulim em po e 10% de Sphagnum (briéfita) moido. Todos
os ensaios foram realizados em triplicata, sendo desenvolvidos
em condic¢des controladas de temperatura (20°C = 2°C),
luminosidade (400 lux a 800 lux) e fotoperiodo (12 h: 12 h).

O lote dos organismos utilizados foi avaliado por meio
de um ensaio com a substancia de referéncia Cloroacetamida,
indicada nas normas da SO para o organismo-teste usado.
A CL(1)50 da Cloroacetamida deve estar entre 20 mg/kg e 80
mg/kg (1SO, 1993). As minhocas utilizadas foram individuos
adultos, com clitelo desenvolvido e peso entre 300 e 600 g.

O ensaio de comportamento, ainda pouco testado no
Brasil, pode ser aplicado como um método répido para deter-
minar a biodisponibilidade de substancias quimicas ou de
contaminantes no solo para E. fetida, em que o comportamento
de fuga é usado como indicador (1SO, 2002).

O principio desse ensaio € a exposi¢cao das minhocas
smultaneamente as amostras de solo ndo contaminado (controle)
e contaminado. Ambas as amostras sdo col ocadas no mesmo
recipiente, em secOes distintas, separadas por meio de uma
divisdria, formando dois compartimentos. Apds a arrumacao
das amostras em cada lado da divisdria, amesma é retirada,
formando uma linha onde 10 organismos sao colocados na
superficie. Ao final de 48 horas, o nUmero de organismos é
determinado em cada se¢do do recipiente. A amostra é
considerada toxica (com afungdo de habitat do solo limitada)
se forem encontrados mais de 80% do total de organismos
expostos na amostra do solo controle.

No inicio do ensaio de letalidade foram colocados 10
organismos adultos em cada recipiente com a amostra
contaminada. Apds o 7° dia de exposi¢ao, 0S OrganiSmos mortos
foram retirados e os sobreviventes mantidos até o 14° dia,
guando, entdo, foram separados para que o percentual de
mortalidade obtido fosse comparado com o controle.

No ensaio de reproducéo, os 10 organismos permane-
ceram nos recipientes até o 28° dia, quando foram retirados
para que apenas os casul 0s resultantes permanecessem até o
56° dia do ensaio. Apds esse periodo, osjovens foram contados
e comparados ao controle.

RESULTADOSE DISCUSSAO

Os resultados preliminares para o ensaio de compor-
tamento mostraram que na Amostra 1, proveniente de uma
garagem de 6nibus, 96% dos organismos foram encontrados
Vivos ha se¢do que continha o solo controle, indicando que
esta amostra pode ser considerada toxica, apresentando sua
fungéo de habitat limitada.

AsAmostras 2 e 3 ndo foram consideradas toxicas pelo
ensaio de comportamento, uma vez que 33% e 63% dos
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organismos, respectivamente, foram encontrados na se¢éo onde
estava 0 solo controle. Dessa forma, procedeu-se aos ensaios
de letalidade e reproducéo apenas com a Amostra 1.

No ensaio de letalidade (toxicidade aguda), os 30
organi smos expostos a0 solo contaminado morreram, indicando
alta mortalidade (100%) quando comparada ao controle (0%
de morte).

Em relacdo ataxa de reproducéo, ndo foram encontrados
casulos nem individuos jovens na amostra avaliada, enquanto
no controle foram encontrados 21 casulos e 30 organismos
jovens.

Uma vez que ndo houve necessidade de ajustes nas
caracteristicas daAmostra 1 para garantir a sobrevivéncia dos
organismos durante os ensai 0s (apenas a umidade foi ajustada
para aproximadamente 60%, conforme exigéncia das condi¢des
para 0s ensai0s), entende-se que os resultados obtidos estgjam
expressando de forma bem realista o impacto negativo da
contaminagdo dessa area para um importante organismo do
solo, como é o caso da minhoca.

Os resultados preliminares mostram que 0 ensaio de
comportamento foi um indicador rapido da toxicidade, uma
vez que tanto o ensaio de letalidade como o de reproducgéo
mostraram, apos maior periodo de exposi¢éo, a alta toxicidade
da amostra.

Dessaforma, entende-se que os ensaios realizados com E.
fetida — adaptados com o uso de solos de areas contaminadas —
podem ser aplicados na complementacdo da avaliacdo de &reas
contaminadas por hidrocarbonetos. De acordo com os resultados
de Hund-Rinke & Wiechering (2001), os ensaios de
comportamento com amostras de areas contaminadas mostraram
significativamente maior sensibilidade do que os ensaios com
amostras contaminadas artificia mente.

Entretanto, deve-se ressaltar que variaveis relacionadas
a composi¢ao do solo a ser testado precisam ser sempre bem
avaiadas, se 0 objetivo dos ensaios for aavaliagdo datoxicidade
com amostras naturais, sem a necessidade de misturacom o
solo artificial.

Esses ensaios poderéo ser aplicados na avaliagéo derisco
ecoldgico para verificar o grau de injUria aos organismos
representantes do ecossistema afetado e sua capacidade de
encontrar condi¢des de se estabel ecer novamente em uma &rea
comprometida por contaminagdo quimica.

Além disso, esses ensaios também poderéo auxiliar na
avaiagdo da capacidade de recuperaco ecol6gicade uma érea,
apos processo de descontaminacdo. Atualmente, a efetiva
descontaminacéo de uma area € avaliada apenas por andlises
quimicas. Entretanto, ndo se pode afirmar que as concentragdes
remanescentes dos contaminantes ainda ndo sejam téxicas para
0s organismos do solo ou mesmo que o uso de substancias
durante o processo de remediagéo da &rea ndo possater afetado
seu equilibrio ecol 6gico.



140 J. Braz. Soc. Ecotoxicol., v. 1, n. 2, 2006

Agradecimentos — Os autores gostariam de agradecer o apoio fundamental
dos seguintes profissionais: Regina S&fadi e Alice Fontesda TECAM; Marcos
Garciada EMBRAPA-Manaus, Daniele Alves da Rocha da FEEMA; e Jorge
Luiz Florindo da Cruz do CETEM. J. C. M. agradece ao CNPq.

REFERENCIASBIBLIOGRAFICAS

HUND-RINKE, K. & WIECHERING, H., 2001, Earthworm avoidance test
for soil assessments: an alternative for acute and reproduction tests. J.
Soils & Sediments, 1: 15-20.

SO (INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION),
1993, 1S0 11268-1. Soil quality — Effects of polutants on earthworms
(Eisenia fetida) — Part 1: determination of acute toxicity using artificial
soil substrate. Geneva, 1SO.

SO (INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION),
1998, 1SO 11268-2. Soil quality — Effects of polutants on earthworms
(Eisenia fetida) — Part 2: determination of effects on reproduction. Geneva,
1SO.

Sisinno et al.

1SO (INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION),
2002, Draft. Avoidance test for testing the quality of soils and the toxicity
of chemicals — Part 1: test with earthworms (Eisenia fetida). Geneva,
1SO.

SISINNO, C. L. S., 2003, Uso de ensaios ecotoxi col 6gicos com organismos
aquaticos e do solo para avaliar a toxicidade de amostras de solos
contaminados e residuos solidos. Proposta de projeto de pesquisa da
FIOCRUZ, Rio de Janeiro.

SISINNO, C., BULUS, M., RIZZO, A., SAFADI, R., FONTES, A. &
MOREIRA, J., 2004, Ensaios ecotoxicol 6gicos como um instrumento
de complementac&o da avaliagdo de areas contaminadas: resultados
preliminares em areas contaminadas por hidrocarbonetos, pp. 150-154.
In: Il Seminério Nacional de Satde e Ambiente, Fundagéo Oswaldo
Cruz, Rio de Janeiro, 164p.



J. Braz. Soc. Ecotoxicol., v. 1, n. 2, 2006, 141-145 JB SE

SETAC - Brazl

Estudo Comparativo da Qualidade dos
Sedimentos dos Reservatorios do Rio Tieté (SP)

C.A. pe ALmEIDAY & O. RocHA?
1CRHEA — Centro de Recursos Hidricos e Ecologia Aplicada, EESC-USP, Avenida Trabalhador Séo-carlense, 400, Séo Carlos, SP
2DEBE — Departamento de Ecologia e Biologia Evolutiva, CCBS, UFSCar, Rodovia Washington L uis, km 235, S&o Carlos, SP

RESUMO

Ha um consenso geral de que, nos ambientes aquéticos, 0 sedimento desempenha papel fundamental na dindmica de
transporte, acumulagao e disponibilizagdo de contaminantes. Na triade de qualidade de sedimentos, considerada uma das
melhores abordagens para o estudo de sistemas aquaticos impactados por efluentes antropogénicos, os dados quimicos
e os hioldgicos (bioensaios e andlise de biodiversidade) sdo combinados para gerar um perfil de degradacdo de cada unidade
amostral. A composic¢éo dos valores de RTM (relagéo de méximo valor) fornece informag8es visuais Uiteis, pois estes podem
ser plotados em eixos com origem comum, dessa forma, uma medida relativa da degradacéo pode ser obtida cal culando-
se a érea formada pelo desenho de cada estagao ou ponto amostral. Esse design de estudo comparativo foi aplicado como
alternativa as andlises multivariadas (PCA, Agrupamento, etc.) aos dados obtidos pelo projeto Qualised — bases técnico-
cientificas para o desenvolvimento de critérios de qualidade de sedimento — durante o periodo de 2000 a 2001. Os resultados
permitem classificar os reservatdrios com relagdo ao impacto que sofrem e fornecem indicios sobre os vetores de degradagéo
aos quais os ambientes estéo sujeitos. A distribuicéo espacial dos sedimentos potencia mente toxicos acompanha o grau
detrofiado rio Tieté, isto & os ambientes a jusante sdo menos eutrofizados do que a montante, portanto, a qualidade dos
ecossistemas melhora com a distancia da Regido Metropolitana de S&o Paulo, confirmando a origem da maioria das
substéncias poluidoras. Os reservatérios de Rasgéo e Billings s@o os mais impactados, ao passo que o reservatério de
Promiss&o apresenta melhores condi¢des ambientais.

Palavras-chave: reservatorios do Tieté, qualidade de sedimento.

ABSTRACT

Comparative study of sediments quality from the Tieté river reservoirs (SP)

There is a general consensus that the sediment from water bodies plays a fundamental role in the transport dynamics,
accumulation and availability of pollutants. In the sediments quality triad, considered one of the best approaches for the
study of anthropogenic contaminated aquatic systems, the chemical and biological data (bioassays and benthic commu-
nity analysis) are combined to show the degradation of each site. The RTM (ratio to maximum value) values provide useful
visual information, because they can be plotted in axes with common origin. Therefore, a relative measure of sediment
degradation can be obtained, by calculating the areaformed by the figure obtained for each station or site. This comparative
design of study was applied as an alternative to the multivariate analyses (PCA, Cluster, etc.) to the data obtained by the
Qualised project — Technical-Scientific Bases For the Development of Sediment Quality Criteria—for the 2000 to 2001
period. The results allow the classification of the reservoirs based on their respective sediment quality and indicate the
degradation vectors they are subject to. The spatial distribution of sediments potentially toxic accompanies the trophic
gradient of Tieté River, i.e., the downstream reservoirs are | ess eutrophicated than the upstream ones. Therefore, the quality
of the sediments improves with the distance from the metropolitan area of S&o Paulo confirming the origin of most of
pollutant substances. The sediments of Rasg&o and Billings reservoirs were considered those with lower quality, while
those from Promissdo reservoir present a better condition.

Key words: Tieté reservoirs, sediment quality.
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INTRODUCAO

O estudo das interagdes entre 0 ambiente sedimentar, a
coluna d' &gua e os organismos revela a complexa dindmica dos
ecoss stemas aguéticos. A avaliago da quaidade dos sedimentos
& conseglientemente, essencia paraacompreenso dos processos
gue ordenam a disponibilidade e a destinag&o dos poluentes
dispostos nos corpos hidricos, umavez que é o compartimento
preferencia de armazenamento e transformacdo da maioria dos
poluentes lancados pelo homem. Todavia, aintegracdo de dados
t&o diversos como os gerados por esforgos de monitoramento
ambiental é controversae muito discutida acerca da acuracidade
dos resultados dos diversos métodos que possam ser aplicados.
Apesar do desenvolvimento de métodos mais completos, como
as andlises multivariadas (Agrupamento, PCA, €tc.), aindando
ha um método que seja considerado o melhor para lidar
satisfatoriamente com o amplo espectro de situagfes e de dados
gerados em pesquisas desse tipo.

Chapman et al. (1987) sugerem que os dados sgjam todos
tratados quantitativamente, fazendo-se a devida normalizacéo
de seus valores (parametros limnolégicos, quimicos e
bioldgicos), através da conversdo dos valores para razées de
referéncia (RTR, do inglésratio to reference), afim de poderem
ser combinados e gerar um perfil de degradac@o de cada unidade
amosdtral. Os critérios para a definicéo das razbes de referéncia
sd0 baseados na suposic¢éo de que as concentragdes em um
ponto de coleta referéncia, relativamente conservado, sdo
representativas de condig¢des “background”. Os aumentos
relativos das concentracdes de substancias quimicas, em relagdo
aumameédia de referéncia de uma unidade amostral especifica,
s30 usados como evidéncia para considerar que essas substancias
tém origem antropica. Devido a grande extensdo dos estragos
causados pelo homem ao meio ambiente, muitas vezes ndo
ha um local relativamente livre de contaminagdo que possa
ser usado como referéncia de determinado ambiente; nesse
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caso a determinacdo de RTR pode levar em consideracdo os
maximos valores obtidos (RTM, ratio to maximum value)
(Chapman, 1990).

MATERIAL E METODOS

Os dados utilizados no presente trabalho foram produzidos
durante o projeto Qualised — bases técnico-cientificas para o
desenvolvimento de critérios de qualidade de sedimento —, um
esforco inter e multidisciplinar envolvendo vérios pesquisadores
e técnicos da UFSCar, UNICAMP e CETESB, que estudaram
0s reservatdrios em cascata da bacia do rio Tieté durante os anos
de 2000 e 2001 (Qualised, 2002). O design de estudo comparativo
proposto por Chapman, conhecido como triade de qualidade
de sedimento, foi aplicado a dados do projeto Qualised, que
s80 mostrados nas Tabelas 1 e 2. Os val ores desses parémetros
foram convertidos em razdes para 0 valor maximo e os indices
da triade, segundo as seguintes relacles:

Célculo de RTM
RTM =V IV
Integracdo dos valores de RTM
.= 2 RTM/n
em que:
y = variavel avaliada

i = estagdo de coleta
V, = par@metro y na estacao i
V,, =vaor méximo da variavel

Chapman prop8e que, natriade, os valores de RTR/RTM
segjam transformados em trés indices: toxicoldgico, de
diversidade bioldgica e de contaminacdo. Cada indice € plotado
em um eixo paraavisuaizacdo e andlise comparativa dos dados,
como mostrado na Figura 1.

Tabela 1 — Valores das concentracOes de metais totais e de organicos néo idnicos (ONI)
obtidos pelo projeto Qualised para o sedimento dos reservatorios estudados (Qualised, 2002).
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Figura 1 — Andlise comparativa da diversidade biolégica, concentracéo de metais e de xenobidticos em sedimento dos
reservatérios do rio Tieté e a mortalidade de Hyalella azteca e Chironomus xanthus quando expostos aos sedimentos coletados
nos reservatorios em outubro de 2000 e 2001. Gréficos da triade.

Tabela 2 — Valores de mortalidade em bioensaios para Chironomus xanthus e Hyalella azteca e indice de diversidade de
Shannon calculado para a comunidade de macroinvertebrados bentdnicos dos reservatorios estudados (Qualised, 2002).

Qualised C. xanthusmort. (%) H.aztecamort. (%) Comunidade benténica

Billings out/00 40 12,5 0

Billings out/01 60 36,7 0

Rasgdo out/00 775 100 0

Rasgdo out/01 80 100 0
B. Bonita out/00 375 25 0,14
B. Bonita out/01 47,5 33 0,27

Bariri  out/00 32,5 17,5 0,24

Bariri  out/01 32,5 3,33 0
Promissdo out/00 20 5 1,44

Promissdo out/01 20 8,3 1,62
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Figura 2 — Anédlise comparativa da diversidade biolégica, concentracéo de metais e de xenobidticos em sedimento dos
reservatérios do rio Tieté e a mortalidade de Hyalella azteca e Chironomus xanthus quando expostos aos sedimentos
coletados nos reservatorios em outubro de 2000 e 2001. Gréficos em “teia’.
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Figura 3 — Area calculada para cada figura gerada pelos gréficos da triade e “teia’ de cada estacdo amostral em 2000 e 2001.
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RESULTADOSE DISCUSSAO

O célculo da area das figuras formadas nas duas
abordagens utilizadas permitiu classificar os sedimentos dos
reservatérios quanto ao impacto sofrido. Os reservatérios de
Rasgéo e Billings apresentaram a pior qualidade de sedimento,
seguidos por Barra Bonita e Bariri. Para o reservatério de
Promisséo ndo foram encontradas evidéncias de impactos.
Cumpre notar que a distribuicéo espacial dos sedimentos
potencia mente téxicos acompanha o grau de trofiado rio Tieté
(isto &, os ambientes a jusante sdo menos eutrofizados do que
amontante), ou sgja, a qualidade dos ecossistemas melhora
com a distancia da Regi&o Metropolitana de S&o Paulo,
evidenciando que a origem da maioria das substancias
poluidoras € oriunda dessa regi&o.

Os graficos em “tei@’ permitiram melhor interpretacéo
dos resultados, uma vez que cada variavel avaliada pode ser
visualizada individua mente e comparada com o restante dos
dados tanto entre os vérios reservatorios estudados quanto em
um mesmo reservatorio ao longo do tempo. O desenho formado
por cada ambiente nos gréficos em “teid’ também permite fazer
inferéncias acerca da estabilidade dos ambientes estudados,
avaliando-se como e quanto o formato dafiguradifere ao longo
do tempo, possibilitando analisar visualmente ainfluéncia de
cada variavel, bem como a identificagdo de padrdes de
estabilidade. Os gréficos em teia, como plotados no presente
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trabalho, d&o peso excessivo as variaveis quimicas. Todavia,
estando € umalimitagdo do método, e Sm dos dados disponivels
paraaandlise. A abordagem dos gréficos em teia permite que
sgja plotado um nimero virtualmente infinito de eixos, podendo-
se contemplar inlmeras outras variaveis, sgjam de importancia
bioldgica, quimica ou toxicol bgica.

O uso combinado de métodos de integracéo de dados
facilitaainterpretacdo dos resultados, pois se baseia no conceito
de “peso de evidéncia’, que é o pilar fundamental datriade
de qualidade de sedimentos.
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RESUMO

Este trabalho € o resultado das andlises da dgua e do sedimento provenientes de trés diferentes pontos do arroio Estancia Velha
(RS), o qual recebe efluentes originados da industria coureira-cal cadista, desde a nascente até proximo a divisa do municipio.
As coletas foram realizadas durante o inverno e o veréo do ano de 2003, utilizando-se andlises fisico-quimicas, microbiol 6gicas
e testes de toxicidade e genotoxicidade com Allium cepa. Os resultados obtidos revelaram a correlagdo significativa entre a
baixa qualidade do arroio apés a nascente e o langamento de compostos origindrios de efluentes industriais e de esgoto.

Palavras-chave: Allium cepa, toxicidade, mutagenicidade, monitoramento ambiental, couro.

ABSTRACT

Evaluation of toxic and genotoxic water and sediment activities in Estancia Velha stream —
leather and footwear industry region —using Allium cepa

This study is the results of analyses of water and sediment from three different points in Esténcia Velha stream (RS), which
receives effluents from the leather and footwear industry, between the source and the municipal boundary. The samplings
were performed during winter and summer 2003 using physicochemical and microbiological analyses and toxicity and
mutagenicity tests with Allium cepa. The results obtained showed a significant correlation between low quality in the stream
below the source and the discharge of compounds from industrial effluents and sewage.

Key words: Allium cepa, toxicity, genotoxicity, environmental monitoring, leather.

INTRODUCAO O setor coureiro é considerado por especialistas como
um dos dez ramos industriais que mais prejuizos causam ao
meio ambiente, sendo responsavel por grande consumo de
recursos hidricos e por gerar substancias que deterioram o
mesmo.

Apesar dageracdo de material graxo, detergentes e outras
substancias dissolvidas, 0 cromo parece ser o contaminante

O Arroio Estancia Velha tem origem no municipio de
mesmo nome, correspondendo aum trecho de 8 km e recebendo
diretamente em suas aguas o efluente de indUstrias pertencentes
a0 setor coureiro (industrias quimicas, curtumes e beneficia
mento de couros) e calcadista.

*Corresponding author: Horst Mitteregger Janior, e-mail: hjunior.couro@senairs.org.br.
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mais prejudicial, possuindo caracteristicas toxicas e causando
no meio ambiente a mortalidade de seres vivos, desde peixes
até microrganismos. A forma hexavalente do cromo € dez vezes
mais toxica que atrivalente, tendo efeito de toxicidade cronica
associado a certos tipos de cancer.

Estudos comparétivos entre os efeitos do cromo trivalente
(111) e hexavalente (V1) tém demonstrado que o cromo |11
apresenta baixa toxicidade, enquanto o cromo VI é um oxidante
forte: embora ndo cause danos diretos no tecido, € considerado
um agente mutagénico, carcinogénico e teratogénico. O cromo
V1 é um composto de facil penetragcdo na membrana celular
em forma de anion cromato, 0 que ndo ocorre cCom o Cromo
I11, o qual éinerte e tem sua penetracdo dificultada (Dartsch
et al., 1998). O cromo VI no meio intracelular forma, pela
aca0 do sistema redox-ativo (por exemplo, glutationa), espécies
reativas ao oxigénio (ERO), provocando um desequilibrio no
estado redox celular, conhecido como estresse oxidativo, o
qual leva alesbes no DNA.

A utilizacdo de A. cepa tem sido descrita na avaliacéo
do potencial citotéxico de efluentes industriais, como os
origindrios de curtumes, determinando-se adiminuicéo do indice
mitotico e aformagdo de aberragdes cromossdmicas. O teste
éfécil de ser realizado, sendo utilizado rotineiramente em todo
0 mundo em |aborat6rios que trabalham com testes de genética
toxicoldgica, considerado uma ferramenta valiosa quanto a
determinacéo da contaminac&o ambiental, havendo extenso
banco de dados de substancias quimicas ja testadas (Fiskes6,
1993).

MATERIAISE METODOS

Amostragem

Foram coletas amostras da agua e do sedimento durante
as estagdes do verdo e inverno do ano de 2003 em trés diferentes
pontos, identificados como: “Nascente”, |ocalizada ha nascente
do arroio, naregido nordeste do municipio; “B. Rosas’, préximo
a0 centro da cidade, distante 4 km da nascente, situadano Bairro
das Rosas; e “Fina”, localizado no final do arroio, préximo
ao limite do municipio. Todos os pontos analisados recebem
esgoto doméstico e, apds a Nascente, efluentes industriais
provenientes das indUstrias coureira, calcadista e quimicada
regido.

As amostras de agua foram coletadas no centro de cada
um dos pontos, sendo acondicionadas em recipientes proprios
para cada analise fisico-quimica e um volume de aproxi-
madamente sete litros para os testes com A. cepa. A amostragem
do sedimento foi realizada nos mesmos locais, sendo coletado
volume aproximado de 2 kg por ponto e acondicionado em
sacos plasticos. A preservacao e aamostragem seguiram anorma
ABNT NBR 9898, “Preservacao e Técnicas de Amostragem
de Efluentes Liquidos e Corpos Receptores’.
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Andlises fisicas, quimicas e microbiol 6gicas

Para o plangiamento das determinagdes fisico-quimicas e
microbiolégicas dadguafoi utilizadaanormaABNT NBR 9897,
“Plangjamento de Amostragem de Efluentes Liquidos e Corpos
Receptores’, relativos aindUstria coureira, sendo determinados
osindicesde oxigénio dissolvido (OD), 6leos e graxas, demanda
bioquimica de oxigénio (DBO), demanda quimica de oxigénio,
fendis (DQO), bactérias termotol erantes, cromo total, tempe-
ratura, pH, nitrogénio total e sélidos totais.

Em raz&o da caracteristica do ambiente foi determinada
a concentragdo de cromo no sedimento pela técnica PIXE
(Johansson et al., 1995), que consiste nairradiacdo de amostras
com feixes de ions. Esses experimentos foram realizados no
Laboratério de Implantagéo 16nica do Instituto de Fisica da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Para arealizacéo
desse procedimento as amostras de sedimento foram primeramente
secas a temperatura de 80°C e, ap6s, maceradas de maneira a
possihilitar a montagem de pastilhas utilizadas na analise.

Andlises de toxicidade e mutagenicidade

Ostestes com A. cepa foram montados sem diluiggo, tendo
como controle positivo o sulfato de cobre para a 4gua, em
conjunto com a vermiculita, empregada como controle positivo
paraaanalise do sedimento. Paraambas as amostras (sedimento
e &gua) foi utilizada dgua proveniente de fonte natural, como
controle negativo, e esta associada a vermiculita como padréo
para o sedimento.

De acordo com o método sugerido por Fiskesjo (1993),
foram removidos os bulbos de cebolas saudaveis e que nédo
tiveram contato com defensivos quimicos, sendo a seguir secos
e colocados em séries de dez (10), por ponto analisado, em
frascos contendo a solugéo-teste, os quais foram renovados
diariamente e mantidos a temperatura de 20°C. No segundo
dia, foram coletadas raizes de tamanho maximo de 2 mm para
analise cromossdmica, sendo o material fixado em Carnoy por
no minimo trés horas e depois fixado em alcool 70% em
refrigeracdo. Apos a fixacdo, foram realizados os preparos
histolégicos, utilizando o corante de Feulgen para a coloracéo
dos meristemas e a seguir procedendo-se ao “ squash” com &cido
acético e posterior fixagdo e coloracdo com Fast-Green.

A andlise mutagénica constou da determinacéo do indice
mitético (IM), anomalias no ciclo mitético e a presenca de
micronucleos em 3000 células. O IM foi definido como o
numero de mitoses em 1000 células contadas, sendo analisada
a presenca de metéfases, anéfases e tel 6fases. A avaliagéo da
toxicidade foi realizada pelamedicao do comprimento das raizes
médias. Para este procedimento, apos a coleta das raizes, os
bulbos foram mantidos nas solucfes em presenca de luz a
temperatura de 20°C por 4-5 dias, sendo determinado o RC
50% (efeito em 50% no crescimento das raizes em comparagéo
ao controle normal).
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Os resultados obtidos nos testes com A. cepa foram
analisados empregando-se o calculo damédia do comprimento
das raizes e 0 desvio-padréo para cada um dos pontos, sendo
considerados ataxa de crescimento das raizes, o indice mitético
e apresenca de micronucleos. A correlagdo de significancia
entre as diferentes amostras foi determinada pela andlise de
variancia(ANOVA) teste de Tukey's, programa Graphpad Prism
versdo 3.0.

RESULTADOS

Os resultados obtidos apresentados nas Tabelas 1 e 2
mostram menor indice de crescimento das raizes de A. cepa
(IC) nos pontos localizados a partir da Nascente do arroio tanto
no inverno quanto no verdo, obtendo-se resultados significativos
na adgua e no sedimento do B. Rosas e Final do arroio, este
gpenas no inverno. Com excegdo das amostras de &gua coletadas
na Nascente e no B. Rosas durante o inverno, todas as demais
apresentaram significancia em relacdo ao controle negativo.

As determinag0es fisicas e quimicas apresentadas na
Tabela 3 indicam que, em relacéo a Nascente, observa-se na
agua aumento dos valores de DBO, DQO, 6leos e graxas,
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coliformes fecais e nitrogénio total, tanto no veréo quanto no
inverno. Estes resultados revelam grande contaminagéo
resultante do despejo de matéria organica, provavelmente
originada do processamento da pele e também associada a
despejos de origem doméstica.

A andlise das amostras de sedimento revelam que, em
relac@o a Nascente, ocorreu aumento dos indices de cromo,
tanto no inverno como no verdo, destacando-se as altas
concentracfes encontradas nas amostras coletadas no Final
do arroio (Tabela 4).

Avaliando-se o crescimento das raizes das amostras de
agua e sedimento em relagdo ao controle negativo (%RC),
percebe-se maior toxicidade no verdo einverno apés a Nascente
(Tabelas 1 e 2), o qual também foi evidenciado na determinacéo
do indice mitético (IM) encontrado no Final do arroio nas
amostras de sedimento.

A mutagdo cromossdmica, determinada pela presencade
microntcleos, ndo revelou resultados significativos nas amostras
de &gua e sedimento col etadas nas duas estacdes analisadas,
entretanto, pode-se perceber aumento no nimero de micronUicleos
na amostra coletada no B. Rosas durante o inverno e Fina do
arroio no verdo (Tabelas 1 e 2).

Tabela 1 — Resultados obtidos com Allium cepa na dgua.

Pontos de IM MC IC RC IM MC IC RC
coleta Verdo Inverno

Nascente 1,84+04 1,7+05 143+04* 47 181+06 0,710 26+10 87

B. Rosas 134+08 22+10 02+ 0,1ad 7 1,73+04 23+26 1,33+ 0,5d 45
Final 20+0,7° 17+10 115+04* 38 15+0,7 04+1,0 0,57 O,Zad 19

C—Agua 15+0,3 0 304+03 100 1,3+0,6 0,0 298+1,0 100

C+ Agua 0,87 = 0,3b 26+10 071+05* 23 03703 74+ 35 1,64 + 0,42 55

IM: indice mit6tico; MC: micronlicleos; | C: indice crescimento (cm); RC: crescimento em relagdo a média (%); % < 0,001
em relacdo ao C—; ®p < 0,01 em relacio ao C—; °p < 0,05 em relagio a0 C—; %p < 0,001 em relaco a0 P1.

Tabela 2 — Resultados obtidos com Allium cepa no sedimento.

Pontos de IM MC IC % RC IM MC IC % RC
coleta Verdo Inverno
Nascente 1+04 0,3+05 0,9 +0,3° 29 1,43+04 0,0 2,21+ 0,72 63
B. Rosas 1,3+£0,7 16+04 0,49+ 0,4 15 1,14+05 03+0,1 1,15+04% 33
Final 23+ 0,9b'e 1,2+10 052+042 15 0,7+ 0,5d 04+0,7 0,21+0,1%° 6
C- Vermiculita 285+1 0,00 336+1,0 100 252+1,0 0,0 352+1,0 100
C+Vermiculita 1,25+0,7 43+15 1,08+0,8 62 12+07 64+28 116+0,3 33

IM: indice mit6tico; MC: microntcleos; | C: indice crescimento (cm); RC: crescimento em relagdo a média (%); % < 0,001 em
relacdo ao C— sedimento; °p < 0,05 em relacéo ao C— sedimento; °p < 0,001 em relagéo a0 P1; %p < 0,05 em relagéo ao P1; % < 0,01

em relacdo ao P1.
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DISCUSSAO

A comparaggo dos resultados obtidos em relag&o ao indice
de crescimento das raizes (RC) de A. cepa e os resultados fisico-
guimicos da agua e no sedimento revelaram acentuada piora
da qualidade do arroio a medida que este recebe contribuigdes
provenientes de residuos industriais e domésticos até a formagéo
do arroio Portéo, limite geogréfico do municipio.

Estas andlises indicam que na dgua ha maior quantidade
de cromo a partir da Nascente, comprovando o lancamento
de efluentes provenientes das industrias da regido, no qual
0 cromo encontra-se acima do limite maximo de 0,5 mg/L
permitido pela Fundac&o Estadual de Protecdo Ambiental
(FEPAM) quanto ao lancamento de efluentes liquidos em
corpos de agua. Ainda segundo o CONAMA 020/1986, de
acordo com a Classe 3, os resultados apresentam-se fora dos
limites permitidos para 6leos e graxas (necessariamente
ausentes), DBO, (até 10 mg/L) e bactérias termotol erantes
(até 4 x 10° NPMorg/100 ml).

Os baixos indices de crescimento das raizes evidencia o
efeito da toxicidade ap6s a Nascente, tanto na agua quanto no
sedimento, como demonstrado pela correlagdo encontrada entre
os diferentes pontos (p < 0,001), destacando-se os resultados
encontrados nas amostras de agua do B. Rosas coletadas no
verdo e do Final, no inverno, os quais apresentaram os maiores
indices de DQO, DBO, stlidos suspensos totai's, nitrogénio total,
0Oleos e graxas, cromo total e fendis.

A presenca de cromo no sedimento a partir da Nascente
pode estar associada ao pH mais elevado da &gua nesses pontos,
0 qual nafaixa de 8,0 a 8,5 forma hidroxido de cromo |11
(Cr(OH),), sendo precipitado e acumulado no sistema (Class
& Maia, 1994).

A andlise da &gua apresentou diferengas entre as estagdes
de veréo einverno, em que os piores indices foram identificados
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no verao, possivelmente devido a menor vazao do arroio
provocada pela estiagem, quando os arroios drenantes
apresentam vazdes de base, isto &, provenientes apenas da
contribuic&o do lencol fredtico, coincidindo com o retorno das
empresas a sua producéo normal apos o periodo de férias.

A inexisténcia de atividade mutagénica significativa na
agua e no sedimento em ambas as estagdes do ano também
pode ser justificada pela auséncia de mercurio e cromo
hexavalente na &gua, analisados no verdo de 2004 , portanto,
sugere-se que 0 cromo presente naagua esta naformade CR,0,
(trivalente), destacando-se o sulfato monobasico de cromo
lancado pelos curtumes ap0s o tratamento.

Admite-se que o pH préximo a 7,0 determinado em todas
as amostras de agua pode ter diminuido a toxicidade do cromo
I11, devendo-se observar que em pH préximo ao neutro atoxidez
da &gua é baixa, ocorrendo inibicdo da atividade biol dgica
apartir de uma concentracdo de 500-1000 mg, a qual aumenta
em funcéo da acidez do meio. O cromo VI apresentainibicéo
da atividade biol6gica em um sistema aquatico na faixa de
250-500 mg/L (Cabridenc, 1983).

E importante considerar que o processo de transformacio
de cromo hexavalente (sem caracteristicas curtentes) até cromo
trivalente (com caracteristicas curtentes) é conduzido até a
sua completa reducdo, e que o cromo trivalente, presente em
residuos e aparas de couros curtidos, ndo é oxidado a cromo
hexavalente, mesmo quando exposto a condigdes naturais como
ao sol e achuva

Além dos despejos industriais, caracterizados principal-
mente por carga organica, sdlidos, 6leos e graxas, cromo, sadio,
sulfetos, sulfatos, cloretos, nitrogénio e outros metai's, esse arroio
recebe em suas &guas cargas pol uidoras proveni entes de esgotos
domeésticos do municipio, sem tratamento, o qual tem sido
relatado como fonte geradora de efeito tdxico e mutagénico ao
ambiente (White & Rasmussen, 1997).

Tabela 3 — Resultados das analises fisico-quimicas da agua.

Pontos de coleta Nascente
Andlises/Estacao
1-DQO (mgO.,/L) 8
2—-DBOs(mgO,/L) 8
3—pH 6,8
4 — S0l. susp. totais (mg/L) 5,74
5 — Nitrogénio total (mg/L) 1,98
6 — Oleos e graxas (mg/L) 2,76
7 — Cromo total (mg/L) <0,01
8 — Temperatura (°C) 20
9 — Fendis (mg/L) 0,02
10— 0D (mg/L) 6
11 -B.T (NPMorg/100 ml)? 2,4 x 10°

8Bactérias termotol erantes.
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Tabela 4 — Resultados da andlise do sedimento.

Pontos de coleta

Nascente B. Rosas Final Nascente  B. Rosas Final
Andlises/Estacao Verado Inverno
Cromo (ppm) 54 + 20 ND* 396 + 67 69+24  621+102 10102+ 1313
pH 6,5 7.5 75 7 75 7

*N3&o determinado.

Agradecimentos — Centro Tecnolégico do Couro — SENAI, Prefeitura de
Estancia Velha, Departamento de Genética e Fisica— UFRGS, Centro de
Ecologia — UFRGS, Genotox e Centro de Biotecnologia — UFRGS.
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RESUMO

Os procedimentos corretos de coleta, preservacdo e estocagem de amostras a serem analisadas garantem a confiabilidade
dos resultados obtidos em ensaios ecotoxicol 6gicos. Para a realizacdo desses ensai0s, normas técnicas recentes recomendam
apreservacdo das amostras sob refrigeracdo (a curto prazo) ou sob congelamento (a longo prazo). O objetivo deste trabalho
foi comparar os resultados de testes de toxicidade crénica com Ceriodaphnia dubia, utilizando-se, para a renovacao das
solucdes-teste, duas formas diferentes de preservacdo das amostras: a refrigeracdo (temperatura entre 2 e 5°C) e o
congelamento em aliquotas (temperatura entre —3 e —25°C). Os resultados obtidos demonstraram que ndo houve diferencas
significativas na toxicidade para C. dubia utilizando-se, para a renovacéo das solucdes-teste, as amostras mantidas sob
refrigeragc@o ou congeladas em aliquotas.

Palavras-chave: toxicidade crénica, Ceriodaphnia dubia, preservacdo de amostras, congelamento, refrigeracéo.

ABSTRACT

Toxicity evaluation of surface water samples preserved in different ways: refrigeration and freezing

The correct proceedings for sample collection, preservation and storage regarding toxicity tests with aguatic organisms, will
guarantee the reliability of results of these tests. Recently, some standard procedures advise that samples should be preserved
by refrigeration (for a short time) or by freezing (for along time). The aim of this study was to compare the results of chronic
toxicity tests with Ceriodaphnia dubia using, to the renewal of test solutions, samples with two different ways of preser-
vation: refrigeration (temperature at 2 to 5°C) and freezing in aliquots (temperature at —3 to —25°C). Tests results indicated
that there was no significant differences on toxicity to C. dubia, between samples refrigerated or frozen.

Key words: chronic toxicity, Ceriodaphnia dubia, sample preservation, freezing, refrigeration.

INTRODUCAO

Em ensai os de toxicidade com organismos aquaticos os
procedimentos corretos de coleta, preservacdo e estocagem
das amostras a serem analisadas constituem fatores de grande
importancia, que garantem a confiabilidade dos resultados
obtidos nesses ensaios.

A preservagéo completa de amostras, independente de
sua natureza (efluentes doméstico e industrial ou aguas
superficiais), € quase impossivel de atingir na pratica, de modo
a garantir a estabilidade de todos os seus constituintes. Na
melhor das hip6teses, as técnicas de preservacdo e estocagem

podem somente retardar as mudancas biol 6gicas e quimicas
gue ocorrem na amostra apos sua coleta da fonte original
(USEPA, 1982).

Os métodos de preservacdo sao geralmente a adicéo de
compostos quimicos, controle de pH, refrigeracdo e
congelamento. Habitualmente utiliza-se a combinacdo de alguns
desses métodos para a preservacdo das amostras (USEPA,
1982). Para a realizacdo de ensaios de toxicidade com
organismos aquéticos, algumas normas (1SO-10706, 2000;
ABNT NBR-12713, 2004) recomendam a preservacao das
amostras sob refrigeracéo (a curto prazo) e sob congelamento
(alongo prazo).

*Corresponding author: Mércia Aparecida Aragéo, e-mail: marciaaa@cetesbnet.sp.gov.br.
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A variacéo natoxicidade das amostras apds a sua coleta
pode estar relacionada aos seguintes fenémenos fotoquimicos
e/ou hiol6gicos, como citado por Lenore et al. (1989) apud
Naudin et al. (1995):

o adsor¢ado de certos compostos organicos nas paredes
dos recipientes de coleta;

e precipitacé@o de certos compostos devido ao pH,
temperatura e mudancas no potencial redox;

o volatilizag&o;

¢ biodegradacdo pelos microrganismos presentes nas
amostras.

Essas mudancas na toxicidade podem ser mais criticas
guando se conduzem testes de toxicidade cronica, que podem
durar até 30 dias (Naudin et al., 1995).

Por isso, outros métodos (USEPA, 2002; Environment
Canada, 1992) recomendam que, em testes de toxicidade
crénica, semi-estéticos, com Ceriodaphnia dubia, as amostras
(de efluentes ou de aguas superficiais) sejam coletadas no
primeiro, terceiro e quinto dias de teste para a renovagéo das
solugdes-teste, sendo que as amostras séo mantidas sob
refrigeracé@o durante esse periodo.

No caso de Programas de Monitoramento de Aguas
Superficiais, como o realizado na CETESB, onde cerca de
130 pontos sdo amostrados bimestralmente em todo o Estado
de S&o Paulo, acoletaacadadois diastorna-se inviavel, devido
aos custos e a disponibilidade de tempo e de pessoal para a
realizacdo das mesmas. Assim, desde aimplantagéo do ensaio
de toxicidade crénica com Ceriodaphnia dubia na CETESB,
o procedimento utilizado para a preservagéo das amostras de
aguas superficiais é arefrigeracdo durante o periodo de duragéo
do teste, sendo que para a renovacdo das solugdes-teste é
utilizada a mesma amostra desde o dia inicial do ensaio

Aragdo & Bertoletti

(CETESB, 1991). O presente trabalho tem por objetivo
comparar os resultados dos ensaios de toxicidade crénica com
Ceriodaphnia dubia, utilizando-se amostras de agua superficia,
preservadas de duas formas diferentes: a refrigeracéo durante
todo o periodo do ensaio e o congelamento de aliquotas da
amostra para arenovagao das solugdes-teste, sendo este Ultimo
0 procedimento recomendado nanova versdo danormaABNT
NBR-13373 (2005) para o ensaio de toxicidade crénica com
C. dubia.

MATERIAL E METODOS

As amostras utilizadas nos experimentos foram de agua
superficia proveniente de sete pontos de amostragem da Rede
de Monitoramento de Aguas Interiores da CETESB, sendo
gue cada amostra foi recol etada a cada dois meses e testada
novamente por trés vezes para a maioria dos pontos. Os pontos
selecionados e sua descricdo constam na Tabela 1.

As amostras coletadas foram divididas e testadas em
paralelo, utilizando-se dois tratamentos diferentes de
preservacdo para a renovacao das solucdes-teste:

o Refrigeracdo (temperatura média com variagdo entre
2 e 5°C): a amostra coletada foi armazenada em
geladeira, sendo utilizada nos dias de renovacéo das
solugBes-teste.

e Congelamento em aliquotas (temperatura média com
variacdo entre —3 e —25°C): a amostra coletada foi
subdividida em aliquotas de 200 ml, as quais foram
armazenadas em freezer, sendo descongel adas somente
nos dias de renovacéo das solucBes-teste. Para o
descongelamento, os frascos contendo as aliquotas
foram deixados em recipiente com agua a temperatura
ambiente até seu total descongelamento.

Tabela 1 — Pontos selecionados para o experimento e sua respectiva descricao.

Cddigo do ponto

Descricdo

SOIT 02900

SOIT 02100

JNDI 00500

PEBA 00100
PEBA 00900
TIET 02700

TITR 02100

Reservatdrio ltupararanga, proximo a barragem,
na estrada que liga | bitina a V otorantim.

Reservatorio Itupararanga, no meio
do corpo central, em frente a Praia do Escritério.

Rio Jundiai, no canal de interligacgo com o Reservatério

Taiagupeba.

Reservatorio Taiagupeba, no inicio do brago do

Taiagupeba-Mirim.

Reservatorio Taiagupeba, na captacdo da SABESP.
Rio Tieté, ponte narodovia BR-153, no trecho queliga

Lins a José Bonifécio.

Reservatorio de Trés [rmaos, ponte narodovia SP-463, no
trecho que liga Aragatuba a Jales.




Avaliago da Toxicidade de Amostras de Aguas Superficiais...

O método utilizado para a realizagdo dos ensaios de
toxicidade crénica com Ceriodaphnia dubia foi o descrito na
normaABNT NBR 13373 (2005). Para a analise dos resultados
qudlitativos dos ensaios utilizou-se o teste-t por Bioequivaléncia
(r =0,72), que consta no programa estatistico TOXSTAT 3.5
(Gulley, 1996).

RESULTADOSE DISCUSSAO

Os resultados obtidos nos experimentos, quanto a
toxicidade das amostras e as médias de reproducdo obtidas
(nimero médio de jovens/adulta ao final do periodo de teste),
constam na Tabela 2.

Pel os dados apresentados na Tabela 2, verifica-se que,
em todos 0s ensaios redlizados, as médias de reproducdo foram
muito semelhantes, sendo que os efeitos toxicos foram iguais
para as amostras mantidas sob as duas formas diferentes de
preservagéo.

Portanto, verifica-se que ndo houve diferengas signifi-
cativas entre os resultados dos ensai os de toxicidade cronica
com Ceriodaphnia dubia utilizando, para a renovacdo das
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solucBes-teste, a amostra preservada sob refrigeragéo ou
congelada em aliquotas.

Embora normas técnicas recentes, como, por exemplo,
alS0-10706 (2000), referente ao ensaio de toxicidade cronica
com Daphnia magna, recomendem o congelamento da amostra
em aliquotas para a renovagdo das solucdes-teste, ou por até
dois meses caso 0 ensaio ndo seinicie em até 48 horas, esta
técnica de preservagdo tem sido discutida por alguns autores.

A USEPA (1982), descrevendo sobre técnicas de
preservacdo de amostras, considera 0s seguintes aspectos. O
congelamento seria um método capaz de aumentar o tempo
de conservacéo de uma Unica amostra, a qual poderia ser
utilizada em vérias andlises, contudo, os componentes de
residuos sdlidos (filtraveis e ndo filtravels) daamostra se alteram
com o congelamento e descongelamento. Por isso, este método
pode ser bom para algumas andlises, mas ndo € indicado como
um método geral de preservacdo de amostras. Jaarefrigeracao
€ um método comumente utilizado em trabalhos de campo e
nao alteraacomposi¢éo daamostra. Embora ela ndo mantenha
a integridade da amostra para todos os parametros, também
ndo interfere em nenhum método analitico.

Tabela 2 — Resultados dos ensaios com Ceriodaphnia dubia, com diferentes
formas de preservacéo da amostra a ser utilizada na renovacéo das solucoes-teste.

Data deinicio Cédigo do ponto

Efeito detectado nas amostr as

Refrigeradas

Congeladas

do teste
16/1/2004 SOIT 02900
24/3/2004 SOIT 02900

5/5/2004 SOIT 02900
16/1/2004 SOIT 02100
24/3/2004 SOIT 02100

5/5/2004 SOIT 02100
21/1/2004 JNDI 00500
10/3/2004 JNDI 00500
20/5/2004 JNDI 00500
21/1/2004 PEBA 00900
10/3/2004 PEBA 00900
21/5/2004 PEBA 00900
21/1/2004 PEBA 00100
10/3/2004 PEBA 00100
21/5/2004 PEBA 00100
11/2/2004 TITR 02100
16/6/2004 TITR 02100
11/2/2004 TIET 02700
16/6/2004 TIET 02700

crénico (10,7)*
nao toxico (13,2)
nao toxico (28,7)
crénico (4,0)
nado toxico (25,6)
ndo téxico (31,3)
nado toxico (31,6)
nado toxico (24,4)
nao toxico (24,3)
ndo toxico (29,8)
crénico (16,4)
nao téxico (25,0)
ndo toxico (36,4)
crénico (13,7)
ndo toxico (37,3)
crénico (10,9)
crénico (15,8)
crénico (9,6)
ndo toxico (19,5)

crénico (9,5)
nao toxico (18,1)
nao toxico (31,0)

crénico (5,7)
nao toxico (24,2)
nao téxico (28,3)
nado toxico (32,3)
nao toxico (21,2)
nao toxico ( 30,3)
ndo toxico (30,5)

crénico (15,1)
nao téxico (20,8)
ndo toxico (35,6)

crénico (10,1)
ndo toxico (33,3)

crénico (16,1)

crénico (17,3)

crénico (14,2)
nado toxico (23,4)

(* ) = médiade reproducdo (nimero médio de jovens/adulta ao final do periodo de teste).
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Além disso, Schuytema et al. (1989) compararam a
toxicidade de dois sedimentos contaminados com DDT e endrin,
estocados sob refrigeracéo (4°C) e congelados (—20°C),
utilizando testes de toxicidade com Hyalella azteca com duragéo
de 10 dias. Os autores verificaram que a toxicidade de ambos
os sedimentos foi reduzida quando eles foram congelados por
14 dias em relacdo atoxicidade dos sedimentos mantidos sob
refrigeracéo, embora a diferenca entre os resultados tenha sido
pouco expressiva (isto é, um fator ao redor de 2). Os valores
de CL50 parao DDT dos sedimentos estocados sob refrigeragéo
e sob congelamento foram, respectivamente, 4,2 e 7,3 ug/g
DDT, para o sedimento com 3% de carbono organico total;
e11,1 e 23,2 ug/g DDT, parao sedimento com 11% de carbono
organico total. O mesmo comportamento foi observado para
0 endrin. Os autores concluiram que a reducéo da toxicidade
pode estar relacionada a liberacdo do carbono orgénico sol iivel
durante o congelamento e descongelamento da amostra.

Os resultados obtidos no presente trabalho, utilizando-
se amostras de aguas superficiais, sdo semelhantes aos de
Naudin et al. (1995). Esses autores realizaram ensaios de
toxicidade crénica com dois efluentes liquidos, utilizando Danio
rerio (sobrevivéncia embriolarval), Ceriodaphnia dubia
(reproducéo) e Selenastrum capricornutum (reproducdo), para
avaliar a eficiéncia de diferentes técnicas de preservacéo das
amostras, como refrigeracao e congelamento. As amostras
testadas foram mantidas sob duas formas de estocagem:
refrigeracéo (4 + 1°C) e congelamento (freezer, com temperatura
de 26 + 3°C).

Os resultados obtidos para Danio rerio, expressos em
CI50;11 dias, mostraram toxicidade similar para a amostra
refrigerada ou congelada. Utilizando o efluente 1, as C150;11
d para as amostras refrigerada e congelada foram, respecti-
vamente, 10% e 7,6%, enquanto para o efluente 2 os valores
de CI50;11 d foram, respectivamente, 56,9% e 64,1%

Damesmaforma, para Ceriodaphnia dubia, os resultados
obtidos nos ensai 0s com as amostras preservadas sob as duas
diferentes formas foram semelhantes. Para o efluente 1, os
valores de CI50;7 d para a amostra refrigerada e congelada
foram, respectivamente, 2,9% e 3,9%, enquanto para o efluente
2 os vaores de CI50;7 d foram de 20,3% e 25,9%.

Nos testes com Selenastrum capricor nutum, 0 mesmo
efeito foi verificado, a fitotoxicidade foi similar para os dois
efluentes testados com amostras refrigeradas ou congeladas.
Osvalores de CI50;7 d do efluente 1 para amostra refrigerada
e congelada foram, respectivamente, 7,1% e 9,1%, enquanto
as CI50;7 d do efluente 2 foram de 7,3% e 9,5%,
respectivamente.

Os autores concluiram que nos diferentes ensaios a
refrigeracéo e o congelamento das amostras mantiveram de
forma similar as propriedades téxicas desses efluentes.

Em outro estudo similar, Larbaigt & Bonnefille (1988)
apud Naudin et al. (1995) compararam as vantagens de
refrigeracdo ou congelamento para a preservacdo das

Aragdo & Bertoletti

propriedades téxicas de nove amostras de efluentes industriais.
A toxicidade ap6s 0, 8 e 15 dias de estocagem foi determinada
utilizando-se o teste de toxicidade aguda com Daphnia magna.
Os resultados indicaram que nenhuma conclusao genérica pode
ser obtida e que seria necesséria avaliagéo especificaem cada
caso, contudo, observaram que ndo houve nenhuma diferenca
significativa entre os dois modos de preservacdo em termos
de mudangas na toxicidade das amostras testadas.

Logo, verifica-se que, em ensai 0s de toxicidade cronica
com Ceriodaphnia dubia, a preservacdo de amostras de &guas
superficiais e de efluentes sob refrigeragéo ou congeladas em
aliquotas, para serem utilizadas nas renovacdes das solucdes-
teste, gpresenta amesma eficiéncia na preservacao datoxicidade
das amostras.

Assim, com base nos dados obtidos neste estudo, pode-
Se concluir que, paraarenovacdo das solugles-teste nos ensaios
de toxicidade crénica com &guas superficiais utilizando-se
Ceriodaphnia dubia, a preservacdo da amostra sob refrigeracéo
(2 a6°C) durante o periodo do ensaio produz resultados
semelhantes aqueles das amostras congeladas. Portanto, a
refrigeragdo das amostras pode continuar a ser utilizada sem
causar desvios nos resultados obtidos.

Agradecimentos — Ao técnico de laboratério Ivo Freitas de Oliveira pelo
preparo e congelamento das amostras utilizadas nos experimentos.
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RESUMO

O estudo de metais pesados na coluna d’' &gua € fundamental, pois pode contribuir de forma significativa para compreender
a poluicao de sistemas aquéticos, reafirmando-0os como perigosos contaminantes tanto em escala local como global, por
levarem stress as comunidades agquaticas e estarem associados a efeitos cronicos a salide humana. Este trabalho teve por
objetivo analisar os metais pesados presentes na &gua da Baia de Paranagua. As amostras foram coletadas al eatoriamente
em torno da Baia, totalizando dez amostras. Foi realizada a abertura das amostras, utilizando HNO,. Em cada amostra
foram determinadas as concentracdes de Ni, Fe, Se, Zn, Pb e Cu pelo método de espectrofotometria de absorcéo atbmica.
De todos os elementos analisados no presente estudo, apenas para o Se foram detectadas concentracdes elevadas, acima
do limite adotado pelo CONAMA 20/86, o que demonstra a necessidade de monitoramento desse elemento no meio ambiente
e em suas fontes poluidoras.

Palavras-chave: Baia de Paranagua, selénio, andlise de agua.

ABSTRACT

Assessment of the heavy metalsin Paranagua Bay, PR, Brazil, influenced by antropic activities

The study of heavy metals in the water column is fundamental, therefore it can contribute in a significant way for under-
standing the agquatic systems pollution, reassert itself into dangerous contaminants in local and global scale, leading to
a stress of the aguatic communities and be associated to the chronic effect to human health. The present work had the
aim of analyzing heavy metals found in the water in the Paranagua Bay. The samples had been collected randomly around
the Bay, totalizing ten samples. The opening of samples, using HNO, was done. In each sample the concentrations of Ni,
Fe, Se, Zn, Pb and Cu had been determined by the atomic absorption spectrophotometer method. Of all elements ana-
lyzed in the present study, only to Se was detected raised concentrations, above the limit stablished by CONAMA 20/
86, being necessary the monitoring of this element in the environment and in its polluting sources.

Key words: Paranagué Bay, selenium, water analysis.

INTRODUCAO Paranagud, vem modificando a conformagéo do contorno da

) o Baia. Ha preocupacdes com as condigdes ambientais do sistema

Paranagua € uma cidade de referéncia litoranea pela (Silvaet al., 2003), pois 27% do volume total das mercadorias
importancia do Porto para a economia do Estado do Parana. exportadas pelo porto corresponde a materiais perigosos a0 meio
Possui um dos mais belos conjuntos arquitetonicos coloniais  gmpiente. Entre esses destacam-se: derivados de petroleo,
do Est.aQO, extremamente val o'rlzadorem funcéo da suarepre- produtos quimicos, sdl, minérios, 6leos vegetais, adubos, papel
sentatividade e de seu potencial turistico. e os residuos da soja. No caso de algum acidente, fatalmente

O aumento da popul agdo, com o correspondente Cresci- 45 aquas da baia e suas margens sofreriam danos irreversiveis
mento das atividades agrondmicas e industriais e do Porto de (Martin, 1992, apud Caneparo, 1999).

*Corresponding author: Dayana Moscardi dos Santos, e-mail: bioday @hotmail.com.
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Em ambientes aquéticos, a distribui¢do de elementos e
compostos quimicos, contaminantes ou ndo, é controlada por
processos quimicos, fisicos e bioldgicos que, em Ultimaandlise,
determinam sua concentrag&@o na coluna de &gua, nos solidos
suspensos e nos sedimentos (Bennett, 1987, apud S4, 2003).
No ambiente marinho, os metais se distribuem na dgua, nos
sedimentos e nos organismos por meio de varios processos
fisico-quimicos e biol6gicos (Amado et al., 1994). A remog&o
dos metais da coluna d’ &gua e sua deposi¢ao nos sedimentos
depende, portanto, de fatores como floculag&o, condigdes de
pH, condicBes redox, interacdo com materiais particulados
e dissolvidos, organicos e inorgénicos (Bennett, 1987, apud
S4, 2003).

Vérios estudos foram realizados sobre metais que
contaminam o ambiente marinho. Trata-se de metais
provenientes de fontes antropogénicas, como despejos
industriais, lixo doméstico e emissdes atmosféricas (Amado
et al., 1994).

Sa (2003) realizou um estudo sobre a distribuicéo e
fracionamento de contaminantes nos sedimentos superficiais
e as atividades de dragagem no complexo estuarino da Baia
de Paranagua (PR). O autor considerou que os teores de arsénio,
cobre, cadmio, cromo, mercurio, niquel, chumbo e zinco
apresentaram concentracées elevadas, sendo que apenas o0
chumbo ndo apresentou concentracfes acima do limite critico
adotado (Legislagdo Canadense).

A poluicéo por metais pesados esté associada, por um
lado, a metais presentes na forma dissolvida ou a matéria
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particulada em suspensdo na coluna de agua; por outro, ao
plancton, pelo fato de os metais ingeridos pelos moluscos
acumularem-se preferencia mente nos tecidos viscerais. Torna
se assim importante conhecer a quantidade de metal naforma
livre ibnica dissolvida que &, freqlientemente, muito menor
do que o contelido total . O sedimento em suspensdo é o principal
meio de transporte dos metais na agua. Em seguida, esses
poluentes sdo depositados novamente em sedimentos do fundo,
importantes reservatérios desses el ementos para contaminagao
da coluna d' &gua e da biota (Amado Filho et al., 1999).

Assim como as baias de Guanabara e a de Santos, a
maioria dos ambientes costeiros tem sido afetada por diferentes
tipos de pol uentes organicos e inorganicos. Portanto, aavaliacdo
dos efeitos potenciais de cada contaminante e de suainteracéo
com as algas constitui importante abordagem ecotoxicol 6gica
(Amado et al., 1994).

O presente estudo apresentou como principal propésito
a andlise dos metais pesados presentes na agua da Baia de
Paranagud, correlacionando os parametros analisados com o
meio ambiente, salide e de acordo com a Legislagdo vigente.

MATERIAL E METODOS

Os pontos de coleta foram selecionados com base na carta
nautican® 1824 da Baia de Paranagué. Ao todo foram dez pontos
aleatérios em torno da Baia de Paranagua (Figura 1),
devidamente registrados com o auxilio de um GPS (Global
Positioning System).
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Figura 1 — Complexo estuarino da Baia de Paranagué (FCL e LCL Cargas Maritimas, 2004).



Avaliacdo de Metais Pesados na Baia de Paranagud...

As amostras foram coletadas em fevereiro de 2004,
quando atemperaturano municipio de Paranagua atingiu média
de 22°C e com condig¢des de maré de 0,8 m. Cada amostra
foi coletada em vidro estéril devidamente identificado, sendo
gue no momento da coleta foram medidos valores de pH
(phmetro), salinidade (com o auxilio de um salinémetro) e
temperatura da agua. Em seguida foram acondicionadas em
gelo e transportadas até o laborat6rio em Curitiba.

Em Curitiba, as amostras foram levadas para o Laboratério
de Toxicologiado Centro Universitério Positivo, onde foi redizada
a abertura das amostras. O primeiro passo foi filtrar aamostra
com o auxilio de um filtro Miliporetipo ME 25/21 0,45 L e uma
bomba a vacuo. Em seguida foram retirados 100 ml de cada
amostra, adicionado-se 20 ml de &cido nitrico P. A. e levando
a0 aquecimento em chapa até evaporar 60 ml da solugéo. Apos
atingir atemperatura ambiente, foram adicionados 40 ml de &gua
ultrapura, afim de obter uma solucéo find de 100 ml de amostra
paraandlise, permanecendo armazenada em baldo volumétrico.

A leitura dos metais pesados presentes na agua foi
demonstrada através do Atomic Absorption Spectrophotometer
AA-6800 Shimadzu. No presente estudo, foram analisados os
seguintes metais. selénio, chumbo, ferro, niquel, zinco e cobre.
Os gases utilizados para a leitura foram o acetileno e ar
comprimido em analise de chama com |ampadas de catodo oco.

RESULTADOSE DISCUSSAO

A andlise de metais pesados em &guas marinhas envolve
um instrumental bastante complexo devido as concentragdes
muito baixas, exigindo também alta freqiiéncia de amostragem
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em func&o das variagdes bruscas que podem ocorrer nessas
concentragdes (Haug et al., 1979, apud Guimarées et al., 1982).

O sedimento em suspensdo é o principal meio de
transporte dos metais nas aguas. Em seguida, esses poluentes
sdo depositados novamente em sedimentos de fundo,
importantes reservatorios desses el ementos para a contaminagéo
da coluna d’ 4gua e da biota (Amado Filho et al., 1999).

O equipamento de absorc¢éo atdmica utilizado para a
leitura das amostras ndo abrangeu com precisao valores
inferiores a 1 ppm, estando assim fora dos padrdes de
confiabilidade do aparelho.

Os resultados na andlise deste trabalho sdo apresentados
na Tabela 1. Foi utilizada como referencial aresolucdo ne 20,
art. 82 do CONAMA de 18 de junho de 1986, que estabelece
os teores maximos (mg/L) permitidos de metais pesados em
aguas salinas.

A andlise de Ni das amostras apresentou concentragdes
inferiores ao nivel de deteccédo do aparelho. Esse fato foi
apontado por Fresenius et al. (1988), quando citam que o niquel
ocorre em dguas naturais somente em tragos. O niquel pode
estar contido em aguas residuais de industrias quimicas,
producdo de metal ou mineragéo. Este elemento € um dos metais
pesados mais méveis. Uma vez que Sa (2003) encontrou
concentragdes desse elemento acima do limite em sedimentos
nesta mesma area, sugere-se que o niquel esta ligado ao
sedimento, formando complexos.

Ja as concentragdes de Zn, Cu, Fe e Pb encontradas nas
amostras, apesar de detectadas pelo equipamento de Absorcéo
Atdmica, também apresentaram, em sua maioria, niveis
inferiores ao padr&o de confiabilidade do equipamento (1 ppm).

Tabela 1 — Teores para 0s metais pesados analisados, expressos em ppm (mg/L), e teores méaximos adotados pelo CONAMA 20/86.

Amostras Ni Zn Cu Fe Pb Se
Teores maximos (mg/L) 0,1 0,17 0,05 0,3 0,01 0,01
1 N&o detectado 0,216 0,055 0,618 0,019 2,763
2 N&o detectado 0,453 0,056 0,709 0,020 2,628
3 N&o detectado 0,289 0,054 0,501 Ndéodetectado 2,589
4 N&o detectado 0,148 0,066 04956 N&odetectado 2,570
5 N&o detectado 0,426 0,071 0,4191 N&odetectado 2,551
6 N&o detectado 0,414 0,073 0,649 Ndaodetectado 2,480
7 N&o detectado N&o detectado 0,083 0,445 Naodetectado 2,409
8 N&o detectado 0,006 0,098 0,458  N&odetectado 2,409
9 N&o detectado N&o detectado 0,096 0,599 Ndaodetectado 2,178
10 N&o detectado N&o detectado 0,107 1,043  N&odetectado 2,088
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A partir das baixas concentragfes desses metais nas
amostras, pode-se sugerir que os sedimentos de fundo sdo
melhores indicadores para analise de metais pesados porque
permanecem, enquanto as aguas estdo sempre se renovando.

Contudo, embora esses metais néo tenham sido detectados
em niveis altos na dgua da Baia de Paranagua, é necessario
avaliar sua bioacumulagdo em organismos dessa regiéo.

Os niveis de selénio obtidos nesta andlise foram elevados
em todos os pontos de coleta (Tabela 1). Esses valores
ultrapassaram consideravelmente 0s niveis maximos
estabelecidos pelo CONAMA, de 0,01 mg/L em &guas salinas.

Como esse demento esté presente na. composi¢ao detintas
antiincrustantes para embarcacdes, € possivel que esta sgja
uma fonte importante de selénio nas aguas da Baia de
Paranagua.

Segundo a pesquisadora da UFSC Anabelle Aruya Garcia,
atinta antiincrustrante usada nas embarcagdes de madeira da
Lagoa da Conceicéo e Canal da Barra esta poluindo as aguas
com metais pesados (Martins, 2000).

De acordo com os dados apontados por Martin (1992),
apud Caneparo (1999), entre os materiai s perigosos ao meio
ambi ente exportados via Baia de Paranagua estéo os residuos
de soja.

O Porto de Paranagua exportou em 2003 cerca de
5.931.950 toneladas de soja (APPA, 2004). Tendo em vista
esse grande fluxo de sojano Porto, sugere-se que os atos niveis
de selénio encontrados na égua também possam ser provenientes
do selénio presente na soja.

O selénio é severamente téxico para peixes e inverte-
brados aguéticos, € conhecido por produzir tumores em animais
e élistado como carcinogénico. Este elemento é um nutriente
essencial para humanos, mas é téxico em quantidades
excessivas, desencadeando no homem sintomas similares aos
do arsénio (Sittig, 1980).

No més em que a coleta foi realizada, os niveis de
precipitacéo foram elevados. Sugere-se que os niveis de selénio
encontrados possam estar relacionados ao fato de os oceanos
receberem poluentes provenientes da deposi¢ao atmosférica
e de efluentes industriais e domésticos despejados nos rios.

Segundo Andrade Engenharia (1998), apud Caneparo
(1999), na regi&o portudria, composta pelo porto propriamente
dito eindustrias a ele ligadas, ainstalagdo dessas atividades
modificou os cursos de drenagem do local, e também
observaram-se a polui¢do do ar e a contaminagéo do meio
aguatico por produtos quimicos gerados pelas indUstrias ai
instaladas, como, por exemplo, a Catallini e a Petrobras.

Diante do resultado obtido, sugere-se um estudo
aprofundado sobre este metal, uma vez que em concentragdes
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elevadas na coluna d’ &gua esta biodisponivel para a biota,
afetando o ecossistema como um todo. Sendo assim, sugerem-
se fontes hipotéticas para esse elemento, como: tintas
incrustantes dos cascos das embarcacdes, residuos de soja,
efluentes industriais, domésticos e de refinarias.
Ressalta-se a importancia da realiza¢8o de futuras
pesquisas desenvolvidas na Baia de Paranagua em relagéo a
metais pesados, principalmente o selénio, pelos altos niveis
encontrados, muito superiores aos val ores estabel ecidos pela

legislacéo.
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RESUMO

Os bioensaios “in situ” e laboratoriais (96 h), com Chironomus xanthus, foram realizados em outubro/03 e janeiro/04, em
4 estacdes de coleta no rio Monjolinho (S&o Carlos, SP). Nos bioensaios laboratoriais foram utilizados 60 g de sedimento
e 240 ml de meio ASTM, e 6 organismos foram expostos em cada réplica, avaliando-se a toxicidade final pela porcentagem
de sobrevivéncia. As cBmaras para 0s bioensaios “in situ” foram montadas com tubos de PV C e telas com malha de 300 um.
Adicionou-se 0 sedimento de cada estagéo nas camaras e col ocaram-se dez organismos do 1V instar em cada réplica, sendo
contabilizada a sobrevivéncia ao final do bioensaio. Os ensaios laboratoriais apresentaram variac@o espacial e temporal
acentuada, com valores de sobrevivéncia entre 0% (Federal, out/03) e 100% (Federal, jan/04). Os resultados dos bioensai os
“insitu” demonstram alta mortalidade dos organismos (entre 84% e 97% em out/03 e entre 60% e 70% em jan/04). No entanto,
os resultados ndo indicam, necessariamente, as estacbes com maior ou menor grau de toxicidade, ja que ocorreu alta mortalidade
na nascente, nos bioensaios “in situ” (acima de 60%), o que pode estar associada a outros fatores, como saturacéo da malha
com material em suspensédo e diferentes texturas do sedimento. A presenca de organismos invasores nas camaras também
foi observada, indicando competicao e predacéo no interior das mesmeas. Diante do exposto, pode-se inferir que ha a necessidade
de um aprimoramento metodol 6gico dos bioensaios “in situ”, minimizando a agéo de fatores externos que dificultam a avaliacdo
dos resultados obtidos.

Palavras-chave: bioensaios “in situ”, sedimento, Chironomus xanthus, rio Monjolinho.

ABSTRACT

Comparison between laboratory and “in situ” bioassays using Chironomus xanthusin the
assessment of sediment toxicity in the Monjolinho river (Sao Carlos, SP)

“In situ” bioassays (96 h), using Chironomus xanthus, were conducted in October/03 and January/04, in 4 sampling stations
at Monjolinho river. Laboratory bioassays were conducted using 60g of sediment and 240 ml of ASTM medium, for 96 h.
Six organisms were added to each test-chamber and the toxicity evaluation was given by the mean survival. The “in situ”
bioassay test chambers (PV C) were covered by a 300 um mesh. The sediment of each sampling station was added to the
chambers together with 10 organisms at 1V instars. The laboratory bioassays showed survivals ranging between 0% (Federal,
oct/03) and 100% (Federal, jan/04). The results “in situ” bioassays showed high mortality (between 84% and 97% in Oct/
03 and between 60% and 70% in Jan/04). However, the results did not show, necessarily, that the sediments were toxic
or not, because of the high mortality that occurred in the river’s spring (over 60%), which may be associated to other factors,
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like screen saturation with suspended matter and different sediment textures. The presence of indigenous organisms may
have influenced the results, due the competition and predation in the chamber. Thus, we can infer that the protocol for
“in situ” bioassaysusing C. xanthus must be improved in order to minimize the influence of confounding factors on the

tests results.

Key words: “in situ” bioassay, sediment, Chironomus xanthus, Monjolinho river.

INTRODUCAO

Historicamente, pesquisas sobre o desenvolvimento e
padronizagdo de métodos para avaliacdo da toxicidade em
sedimentos tém enfatizado bioensaios laboratoriais, sendo
gue muitos desses tém sido incorporados nos programas de
avaliagcdo e monitoramento de sedimentos contaminados e
no desenvolvimento de critérios de qualidade de sedimento.
Recentemente, maior énfase tem sido dada ao desenvolvimento
e uso de técnicas para avaliagdo da contaminacéo de
sedimentos em bioensaios “in situ” (Sibley et al., 1999), os
guais consistem em expor 0s organi smos-teste no proprio
ambiente, avaliando as respostas reais do funcionamento da
area de estudo em questéo.

Segundo Meregalli et al. (2000), véarios bioensaios “in
situ” tém sido desenvolvidos para monitorar os sistemas
aquéticos, envolvendo organismos-teste como peixes, dafnideos,
anfipodos, quironomideos, entre outros.

No Brasil, no entanto, arealizago detestes“in Situ” ainda
€ incipiente, sendo necessario maior esforco para o estabele-
cimento de metodologias mais adequadas as condigdes
encontradas em paises tropicais, ja que as adaptacdes de ensaios
de regifes temperadas podem néo ser totalmente satisfatorias.
Nesse sentido, o presente estudo teve por objetivo comparar
aaplicabilidade de técnicas de bioensaios “in situ” elaboratoriais
com a espécie Chironomus xanthus na avaliagdo da quaidade
de sedimentos do rio Monjolinho (Séo Carlos, SP).

MATERIAISE METODOS

O presente estudo foi desenvolvido no rio Monjolinho
(2157 € 22°06'S; 47°50' € 48°05' W), localizado no municipio
de S&o Carlos, SP. Com 43,25 km de extensdo, o rio percorre
areasrurais e urbanas do municipio, sendo um sistemaimpacta-
do por atividades industriais e agropecudrias (cultivo de cana-
de-acUcar e criagdo de gado).

Os bioensaios utilizando Chironomus xanthus (Chirono-
midae, Diptera) foram realizados em outubro/03 e janeiro/04.
O sedimento foi coletado com draga de Eckman e, no caso dos
ensaios em laboratério, foi mantido resfriado a 4°C. Os
organismos-teste foram obtidos no L aboratorio de Ecotoxicologia
e Ecofisologia de Organismos Aquiéticos (NEEA/CRHEA/EESC/
USP), onde so mantidos em bandgjas plasticas contendo arela
limpa e meio de cultivo ASTM (pH entre 6,5 e 7,5 e dureza
entre 12 e 16 mgCaCO,.L™), aeracdo constante, temperatura

entre 23 e 25°C e dimentagdo didria composta por uma solugdo
de rac8o para peixes Tetramin®, na proporc¢éo de 0,04 mg.mi—
de &guade cultivo (USEPA, 2000). Os bioensaios laboratorials
foram realizados segundo Fonseca (1997), utilizando a proporcéo
1:4 de sedimento:&gua e expondo-se 6 organismos em cada
réplica, com durag&o de 96 h, contabilizando os organismos
sobreviventes. Os hioensaios“in situ” foram redlizados utilizando
camaras montadas com tubos de PV C (comprimento de 30 cm
e didmetro de 7 cm) e telas com malha de 300 um nas laterais
e nas extremidades, conforme recomendagdes de Sibley et al.
(1999), adaptadas para bioensaios com quironomideos. As
camaras, em triplicata, foram amarradas com arame em uma
estaca de madeira, colocadas na dgua e fixadas no sedimento
24 h antes do inicio do bioensaio. No dia seguinte, adicionou-
se 0 sedimento, gpds uma pré-triagem para retirada de organismos
nativos e, em seguida, foram adicionados 10 organismos do |1V
instar em cada réplica. O tempo de exposicéo foi de 96 h,
contabilizando a sobrevivéncia ao final desse periodo.
Experimentos “controle” foram conduzidos com amostras de
sedimento provenientes do cultivo, umavez que aregido ndo
apresenta locais ndo impactados (Espindola et al., 2000).
Simultaneamente foram realizadas as medidas de pH,
condutividade, oxigénio dissolvido e temperatura da dgua (multi-
sensor Horiba U-10) e matéria organica (Trindade, 1980); Cr
e Cu potencialmente biodisponiveis (digestdo com HCl 0,1 N
e leitura em espectrofotdmetro de absorcéo atdbmica por forno
de grafite, modelo SpectrAA 220 — Varian, segundo Silvério,
1999) e granulometria (ABNT, 1968) do sedimento.

RESULTADOSE DISCUSSAO

Os resultados dos bioensaios “in situ” demonstram baixa
sobrevivéncia dos organismos (entre 3% e 16% em out/03 e
entre 30% e 40% em jan/04), como mostraa Figura 1, enquanto
os controles laboratoriais apresentaram 95% (out/03) e 90%
(jan/04) de sobrevivéncia, com baixa sobrevivéncia mesmo
na Nascente (10% e 40%, em out/03 e jan/04, respectivamente),
0 que ndo era esperado. Os ensaios laboratoriais apresentaram
grande variagdo na sobrevivéncia, sendo de 95,5% na Nascente
(em ambos os periodos), 0% na Federal (out/03), 66,7% na
Ponte Caida (out/03) e 100% na Federal (jan/04). Quando se
comparam os dois tipos de testes, observa-se que nos bioensaios
laboratoriais as porcentagens de sobrevivéncia foram sempre
superiores as apresentadas nos bioensaios “in situ”, ocorrendo
acentuada diferenca entre os métodos.
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Na Figura 2 observa-se tendéncia ao aumento da
mortalidade conforme aumenta a porcentagem de silte + argila
e de matériaorganica, com os maiores valores na estagio Federd.
Em geral, o sedimento avaliado foi considerado arenoso (mais
de 85% de areia) e inorganico (menos de 10% de matéria
organica). Segundo Salomons & Forstner (1984), quanto maior
a porcentagem de particula finas no sedimento (silte + argila),
maior a adsorgdo de metais, podendo apresentar caracteristicas
de maior toxicidade a biota se este metal se tornar disponivel
aos organismos por alguma ateracdo nas condigdes ambientais.
Este fato pode ser visualizado na Figura 3, quando se observa
a estacéo Federal em out/03 (ambos os testes) e verifica-se a
altamortalidade em decorréncia, provavel mente, das maiores
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concentracdes de Cr e Cu (4,5 e 13,8 ug.g?, respectivamente),
aliadas a baixa concentracdo de oxigénio dissolvido (Tabela
1). Em jan/04, as concentragdes de Cr e Cu na Federal foram
inferiores e a concentracéo de oxigénio dissolvido foi superior,
em comparacdo com out/03, podendo justificar as diferencas
na mortalidade entre os dois periodos analisados. Em geral, os
resultados dos trés metais analisados foram equivalentes aos
encontrados por Brigante & Espindola (2003) no rio Mogi-Guagu
(SPIMG) einferiores ao obtido por Espindola et al. (2004) para
o rioAtibaia, SP. Segundo os critérios propostos por Thomas
(1987), 0 sedimento do rio Monjolinho é classificado como n&o
poluido para os 3 metais em questdo (concentragéo de Cd <
6 1g.g* e concentragdes de Cu e Cr < 25 ug.g™).
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Figura 1 — Comparagéo da sobrevivéncia de C.

xanthus nos bioensaios “in situ” e laboratoriais.
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Figura 2 — Porcentagem de matéria organica, de silte + argila e de mortalidade nas estagdes de coleta do rio Monjolinho (S&o Carlos, SP).
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A mortalidade observada na Nascente, no bioensaio “in
situ”, pode ser atribuida a diferentes fatores que confundem
aavaliacdo fina dos experimentos, como também observado
por Castro et al. (2003), como saturagdo da malha com materia
em suspensgo (aterando o fluxo de égua e diminuindo a aeragéo
das camaras), diferentes texturas do sedimento e qualidade
daéguaqueflui pelas cAmaras. Na Tabela 1 observa-se o baixo
pH da &gua da Nascente em jan/04 (entre 4,77 € 5,62), 0 que
também pode diminuir a sobrevivéncia dos organismos
expostos. Para as demai s estacdes amostradas, observa-se que,
além das baixas concentragdes de oxigénio dissolvido, a
presenca de organismos invasores nas camaras pode influenciar
os resultados, considerando que foram encontrados oligoquetas,
hirudineos e outras espécies de quironomideos, podendo haver
competicao e predacgo no interior das mesmas durante o periodo
de exposicéo.

Além dos problemas relacionados ao organismo-teste,
como a ndo adaptacd@o as variaveis ambientais (tipo de

Dornfeld et al.

sedimento da nascente, por exemplo), deve-se considerar as
caracteristicas do proprio ambiente, o qual é impactado por
atividades da pecuaria, plantios de hortaligas, café e laranja.
Apesar de 0 sedimento ser arenoso, néo favorecendo a adsor¢éo
de contaminantes (baixos valores de Cr e Cu), e classificado
como ndo poluido (Thomas, 1987), deve-se reconhecer que
0S Organismos nos testes “in situ” também estdo em contato
com a agua que passa pelas camaras, a qual apresenta
concentracdes de metais e organoclorados acima do
recomendado pela legislacdo brasileira vigente (Espindola et
al., 2000; Pelaez-Rodrigues, 2001). A reduzida concentracéo
de oxigénio dissolvido em algumas estagdes de coleta também
pode ter colaborado para a maior mortalidade dos organismos
expostos. Por outro lado, os resultados dos hioensaios
laboratoriais apontam para um sedimento ndo téxico paraa
espécie testada, corroborando com as baixas concentracdes
de Cr e Cu e também com aclassificago proposta por Thomas
(1987).

Tabela 1 — Variaveis iniciais e finais dos bioensaios “in situ”. Condutividade (uS.cm?), oxigénio dissolvido (mg.L™) e temperatura (°C).

. Outubro de 2003 Janeiro de 2004
Parametros
pH Cond. oD Temp. pH Cond. oD Temp.
Nascente — 10% de sobrevivéncia Nascente — 40% de sobrevivéncia
iniciais 6,13 8,00 6,48 21,70 477 8,00 8,07 20,40
finais 6,09 8,00 6,50 20,10 5,62 10,00 7,76 20,70
Federal — 16% de sobrevivéncia Federal — 30% de sobrevivéncia
iniciais 6,63 58,00 2,70 22,00 5,54 57,00 3,29 25,20
finais 6,70 85,00 0,33 23,80 5,61 27,00 5,86 21,60
Ponte Caida — 3% de sobrevivéncia Foz
iniciais 6,65 159,00 3,66 19,50 Devido aforte chuva apés a montagem do
finais 7,01 159,00 1,05 20,50 bioensaio, as camaras foram perdidas.
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Figura 3 — Concentragdo de metais potencial mente biodisponiveis no sedimento (Cr e Cu) e

porcentagem de mortalidade nas estagdes de coleta do rio Monjolinho (S&o Carlos, SP).
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Portanto, os resultados deste estudo apresentam diferenca
entre os bioensaios “in situ” e os laboratoriais. Em relagdo
a qualidade do sedimento, os testes laboratoriais indicam
auséncia de toxicidade (condigdes ambientais mais controladas
€ uso de agua do meio cultivo), porém, os bioensaios “in situ”
demonstram toxicidade elevada (acima de 60%), caracterizando
efeito sinérgico dos compartimentos agua e sedimento, mas
ndo revelando o potencial de contaminagdo isolado do
sedimento justamente pela passagem de agua pelas camaras.
A andlise dos dados permite concluir que testes “in situ” sdo
ferramentas importantes para avaiar o potencia de toxicidade
do ambiente de forma mais ampla (&gua + sedimento), uma
vez que esta sujeito as interferéncias locais, mas néo revela,
de formaisolada, os efeitos de toxicidade do compartimento
sedimento. Reconhece-se, desta forma, que bioensaios
laboratoriais e “in situ” sdo ferramentas importantes, sendo
os resultados complementares na avaliagdo ambiental.
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Avaliagdo Ecotoxicol dgica do Acido Hexadecandico e do B
Sitosterol para Daphnia similis Claus 1876 (Cladocera, Crustacea)
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RESUMO

A madeira utilizada como matéria-prima pelas fabricas de celulose e papel possui altos teores de extrativos com elevado
potencial toxico, como os &cidos graxos e o phytosterol 3 sitosterol, que promovem efeitos toxicos (masculinizagdo das
fémeas, dentre outros) a organismos aquaticos como peixes e invertebrados. Em fungdo da crescente preocupagao com
0 meio ambiente no Brasil, fabricas como aAracruz Celulose S.A. realizam rotineiramente testes ecotoxicol 6gicos para
avaliar os efeitos de seus efluentes no ambiente e antecipar possiveis problemas ambientais. O presente estudo foi realizado
em duas etapas com o objetivo de relacionar atoxicidade do efluente misto da Aracruz Celulose com alguns dos extrativos
mencionados. A primeira etapa consistiu na identificagdo e quantificagéo dos &cidos graxos e do B sitosterol, presentes
nos efluentes setoriais através de andlises cromatograficas. Na segunda etapa, foram realizadas andlises ecotoxicol dgicas
com dois dos extrativos mais abundantes e com o efluente misto (n&o tratado), para avaliar se a toxicidade aguda desse
efluente para o organismo Daphnia similis esta relacionada com as concentragdes atuais dos extrativos testados. A
quantificagdo dos extrativos presentes nos efluentes setoriais da Aracruz Celulose mostrou que os efluentes da depuragéo,
branqueamento &cido e evaporacdo contribuiram com as maiores concentragdes desses compostos, ao passo que os efluentes
do pétio de madeira e branqueamento alcalino contribuiram com os menores valores. Os &cidos graxos linoleico,
hexadecanoico, hexacosandico, octadecendico e docosanoico foram os mais abundantes, e o B sitosterol foi identificado
em todos os efluentes analisados, estando em maior concentracdo no efluente da depuracéo. Os extrativos escolhidos para
os testes de toxicidade foram o acido graxo hexadecandico e o [ sitosterol. Estes ndo apresentaram toxicidade aguda aos
organismos-teste, mesmo em concentracdes dez vezes maiores que as presentes nos efluentes setoriais daAracruz Celulose,
entretanto, os resultados dos trés testes de toxicidade do efluente misto para D. similis apresentaram toxicidade aguda,
com EC50 iguais a 16,66%, 23,62% e 52,02%. Desta forma, concluiu-se que a toxicidade aguda exibida pelo efluente
misto (ndo tratado) ndo esta relacionada aos extrativos analisados.

Palavras-chave: testes de toxicidade, Daphnia.similis, extrativos, acido hexadecandico, 3 sitosterol.

ABSTRACT

Toxicological evaluation of the hexadecanoic acid and B
sitosterol for Daphnia similis Claus, 1876 (Cladocer an, Crustacean)

The wood used as substance cousin for the plants of pulp and paper mill possesss high texts of extractives with raised
potential toxic, as acid the greasy ones, and phytosterol 3 sitosterol, that they promote toxic effects (transform male into
females, amongst others) to the aquatic organisms such as fish and invertebrates. In function of the increasing concern
with the environment in Brazil, industries as Aracruz Celulose S.A. carry through ecotoxicologics tests routinely to evaluate
the effect of its effluent ones in the environment and to anticipate possible ambient problems. The present study it was
carried through in two stages with the objective to relate the toxicity of the effluent compound (not treated) of the Aracruz
Cellulose with some of the mentioned extractives. The first stage consisted of the acid identification and quantification
of greasy and the B sitosterol, effluent gifts in the sectorial ones of the plant, through chromatographic analyses. In the
second stage, ecotoxicologics analyses with two of the extractives most abundant and with the effluent compound had
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been carried through (not treated), to evaluate if the acute toxicit of these effluent for organism Daphnia similis this related
with the current concentrations of the tested extractives. The quantification of the extractives effluent gifts in sectorial
of the Aracruz the Cellulose showed that the effluent ones of the purification, acid bleaching and evaporation, had con-
tributed with the biggest concentrations of these composites, to the step that effluent of the wooden patio and the alka-
line bleaching, had contributed with the lesser values. Acid greasy the linoleic, hexadecanoic, hexacosanoic, octadecenoic
and docosanoic had been most abundant, and the B sitosterol was identified in all the effluent ones analyzed, being in
bigger concentration in the effluent one of the purification. The extractives chosen for the toxicity tests had been acid
the greasy hexadecanoic and the  sitosterol. These had not presented acute toxicity to the organism-test, exactly in con-
centrations ten bigger times that the effluent giftsin sectorial of the Aracruz Cellulose, however, the results of the three
tests of toxicity of the effluent compound for D. similis had presented acute toxicity, with EC50 equals to 16.66%; 23.62%;
and 52.02%. Of this form, the acute toxicity shown by the effluent compound was concluded that (not treated) not this

related to the analyzed extractives.

Key words: toxicity test, Daphnia similis, extractive, hexadecanoic acid, B sitosterol.

INTRODUCAO

A madeira utilizada como matéria-prima pelas fabricas
de celulose e papel possui dtos teores de extrativos com elevado
potencial toxico, que podem promover dteragdes morfoldgicas,
fisiolgicas e mortalidade a organi smos aquiéti cos, como peixes
e invertebrados. Dentre esses compostos estdo os extrativos,
como os &cidos graxos, resinicos e phytosterois, encontrados
nos efluentes gerados no processo industria. O efluente gerado
no polpeamento da madeira apresenta alta toxicidade (Dube
& MacL atchy, 2000), pois € rico em soda, sulfato, metanol,
terpenos, acetona, produtos fendlicos e compostos naturais
como lignina, &cidos graxos e resinicos e B sitosterol (Peng
& Roberts, 2000; Furley et al., 2003), como € o caso dos
efluentes setoriais da evaporacdo (EVA) e depuracgéo (DEP),
em que acontece, respectivamente, a recuperacao de produtos
quimicos do processo de produgdo, como, por exemplo, do
licor negro, rico em lignina, e a separacéo de impurezas (nos,
areia, pedras, etc.) damadeira apos o processo de cozimento.

Ja no branqueamento da polpa, realizado nos setores de
branqueamento &cido e branqueamento alcalino, o efluente
€ rico em oxidantes como cloro, dioxido de cloro e peroxido
de hidrogénio (Furley et al., 2003; Perissoto et al., 2003), aém
de fendis, &cidos graxos, resinicos e phytosterois (Herstad et
al., 2003). As demais éreas da fdbrica normalmente contribuem
com infima quantidade de compostos toxicos (Furley et al.,
2003), como € o caso do péatio de madeira (PM), caldeira
(CALD), desmineralizagcdo (DESMI), secagem (SEC), onde,
respectivamente, é realizadalavagem, descascamento e picagem
da madeira; cozimento da mesma para transformé-la em polpa;
retirada de sais minerais e impurezas da &gua que alimenta
as caldeiras através dos processos de osmose reversa e troca
idnica; e remocao de agua da folha de celulose antes de passar
a secagem por vapor.

Estudos com acidos graxos e com o phytosterol 3
sitosterol mostram que esses compostos apresentam toxicidade
para invertebrados (Kaplin et al., 1997) e peixes, podendo

interferir no sistema hepatico e hormonal, ou sgja, causando
reducéo da gbnada, reducéo dos hormdnios sexuais no fluxo
sanguiineo, deterioracdo do embrido e masculinizacdo das
fémeas (Gilman et al., 2002).

Estudos realizados com o efluente misto (efluente ndo
tratado, formado no tanque de mistura por todos os efluentes
produzidos em cada setor de producdo) da Aracruz Celulose
nos anos 90 mostraram toxicidade aguda para D. similis.
Entretanto, ndo foi verificado se a causa dessa toxicidade era
decorrente da presenca de altas concentracdes de acidos graxos
e P} stosterol. Desse modo, o presente trabalho teve por objetivo
avaliar se atoxicidade aguda exibida pelo efluente misto ao
organismo D. similis esté relacionada és concentragfes do écido
graxo hexadecandico e do phytosterol B sitosterol existentes
nos efluentes setoriais (produzidos nos setores de producdo
dafébrica); e buscar controle interno desses efluentes, afim
de que os mesmos ndo cheguem com alta toxicidade a Estacéo
de Tratamento de Efluentes (ETE), acarretando a reducéo da
eficiéncia do tratamento biol égico.

MATERIAISE METODOS

O estudo foi realizado em duas etapas. A primeiraconsistiu
na extracdo, identificacdo e quantificacéo dos acidos graxos
e do B sitosterol presentes nos efluentes setoriais do pétio de
madeira (PM), caldeira (CALD), desmineraizacdo (DESMI.),
evaporacéo (EVA), depuracdo (DEP), branqueamento &cido (BA),
branqueamento alcalino (BALC) e secagem (SEC).

A parte organica dos efluentes setoriais foi extraida
utilizando diclorometano. Umaadliquotado efluentefoi transferida
paraum funil de separacéo, onde foi adicionado diclorometano.
A fase aguosa foi desprezada e a fase orgénica foi recolhida
em erlenmeyer de 250 ml com sulfato de sodio anidro, o qual
depois foi transferido para um baldo volumétrico de 250 ml,
sendo filtrado em algod&o previamente extraido com acetona.

Ap0s a extragdo, o contelido foi concentrado utilizando
o rotavapor modelo BUCHI 461 e ent&o transferido paraum
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frasco de vidro previamente pesado e levado para estufaa+
60°C até que ocorresse a evaporagdo completa dos solventes
da aliquota concentrada.

Em seguida, o extrato concentrado foi analisado através
do processo de separacéo, identificacdo e quantificacéo por
cromatografia gasosa, utilizando um cromatégrafo a gas
equipado com um detector de ionizagéo de chamas (FID) e
acoplado a um espectrémetro de massa.

A segunda fase do trabalho consistiu narealizagé@o dos
testes de toxicidade com o efluente misto, em trés diferentes
amostragens, com o &cido hexadecandico e com o [ sitosterol
em concentragdes até dez vezes maiores que as encontradas
nos efluentes setoriais da fébrica. Para esse estudo foram
realizados trés testes com cada objeto de estudo, a fim de
confirmar e obter boa reptibilidade dos resultados. Os testes
de toxicidade foram realizados nas concentracoes de 5%, 25%,
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50% e 75% para o efluente misto e nas concentragdes de 5,0 mg/
L, 10,0 mg/L, 15,0 mg/L e 20,0 mg/L para o &cido hexadecandico
e parao 3 sitosterol de acordo com anorma CETESB L5.018.

RESULTADOSE DISCUSSAO

Os efluentes da depuragao, branqueamento acido e
evaporacdo apresentaram maiores quantidades de extrativos,
como observado por Peng & Roberts (2000). Os demais
efluentes contribuem com pequena quantidade desses compostos
(Figural).

Os testes realizados com o efluente misto apresentaram
toxicidade aguda para D. similis (Tabela 1), o que néo foi
observado nos testes com o &cido hexadecandico e  sitosterol
(Tabelas 2 e 3), mesmo em concentractes dez vezes maiores
gue as encontradas nos efluentes setoriais analisados.
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Figura 1 — Concentracéo total de extrativos nos efluentes setoriais da Aracruz Celulose. Legenda: BA = branqueamento &cido, BALC = branqueamento
acalino, CALD = caldeira, DEP = depuracdo, DESMI = desmineralizacdo, EVA = evaporacdo, PM = pétio de madeira e SEC = secagem.

Tabela 1 — Valores de EC50 (%) do teste agudo com o efluente misto para o cladécero Daphnia similis.

Teste EC50(%) UT  Intervalodeconfianca
12 amostragem 16,66 0,06 11,88-23,39
22 amostragem 23,62 0,04 18,48-30,21
32 amostragem 52,02 0,01 45,67-59,27

“Unidade téxica.

Tabela 2 — Porcentagem de organismos mortos ou iméveis por concentracdo de acido hexadecanaico.

Por centagem de organismosimoveis

Concentracéo (mg/L)

Testel Teste2 Teste 3
Controle (H,O diluicdo) 0 0 0
5 15 0 0
10 10 0 0
15 10 5 0
20 20 0 15
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Tabela 3 — Porcentagem de organismos mortos ou iméveis por concentracéo de f3 sitosterol.

Concentragéo (mg/L)

Por centagem de organismos imoveis

Testel Teste2 Teste 3
Controle (H,O diluic&o) 0 0 0
5 15 5 20
10 10 10 5
15 40 15 35
20 20 0 30

Apesar de néo ter causado efeito a 50% dos organismos,
0 P sitosterol mostrou-se com potencial téxico mais elevado
gue o &cido hexadecandico, j& que a porcentagem de organismos
imoveis foi maior que no teste com o acido hexadecandico.

De acordo com trabalhos realizados por Sayeed et al.
(2000), esses extrativos causam toxicidade cronica em peixes
eem Ceriodaphnia dubia (Markris & Banerjee, 2000) expostos
a essas substancias.

Desta forma, conclui-se que outros compostos podem
estar sendo responsaveis pelaatua toxicidade aguda do efluente
misto daAracruz Celulose aD. similis, como, por exemplo,
compostos sulfurados, metanol, terpenos, acetonas, produtos
fendlicos, cloro (Dube & MacL atchy, 2000; Furley et al., 2003),
dioxido de cloro, hipoclorito de sodio e peroxido de hidrogénio
(Dalvi & Silva, 2002), nao descartando também outros
subprodutos da madeira que n&o foram testados.
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RESUMO

A contaminagdo ambiental com compostos contendo metais pesados é preocupante, pois estes tém alta toxicidade, capacidade
de bioacumulacé&o e potencialidade de induzir danos ao material genético. O sulfato de cobre tem largo emprego tanto
em processos industriais quanto na agricultura. A comparacao dos efeitos toxicos e genotoxicos entre espécies é funda-
mental para avaliar o risco biolégico de poluentes. O objetivo deste trabalho foi avaliar os danos gerados pelo sulfato
de cobre em diferentes sistemas biol 6gicos. Foram utilizados dois eucariotos distintos no que diz respeito a posi¢éo evolutiva:
planarias, um dos primeiros metazodrios, e camundongos, um metazoario complexo que possui ampla similaridade bioldgica
com os humanos. Em planarias, o sulfato de cobre induziu danos ao DNA de forma dose-dependente (r = 0,984; p < 0,001),
quando avaliado pelo teste cometa. As doses maiores (3-5 x 10°M CuSO,) induziram significativamente mais danos que
0s controles negativos. Doses dez vezes menores induziram efeitos significativos no tratamento crénico. Estudos de reparo,
por sua vez, mostraram a persisténcia do dano ao DNA 24 h apds a exposicéo aguda. O pos-tratamento com CuSO, diminuiu
0 reparo dos danos causados pelo agente alquilante de DNA metil metanosulfonato (MMS). O sulfato de cobre (nas doses
de 0,06 a1,2 x 10°M CuSO,) também induziu alteragbes na regeneragdo das planérias, de maneira dose-dependente (r =
0,822 e p < 0,001). Em camundongos, a dose de 20,72 mg CuSO, por kg de peso corporal induziu aumento significativo
dos danos no DNA, quando avaliados pelo ensaio cometa apds 24 h. O reparo foi efetivo apos 48 h (p < 0,01). Os resultados
deste estudo revelaram o potencial toxico e genotdxico do sulfato de cobre e a capacidade de interferéncia com processo
de reparo do dano no DNA causado por outras substancias, sugerindo possivel efeito modulador da genotoxicidade em
combinac&o com outros agentes no ambiente.

Palavras-chave: sulfato de cobre, planaria, camundongo, genotoxicidade, teste cometa.

ABSTRACT

Toxicity and genotoxicity of copper sulphatein freshwater planarians and mice

Environmental contamination with copper-containing compounds is significant. Copper sulfate is largely applied in in-
dustrial and agricultural processes. To compare the toxicity of compounds between species is fundamental for predict-
ing environmental hazards. The goal of this paper isto compare the toxicity and genotoxicity of copper sulfate between
planarians, an early eukaryote, and mice, amammal with striking similarities with humans. In planarians, copper sulfate
induced DNA damages in a dose-related fashion (r = 0.984; p < 0.001) and the higher doses of the compound induced
more damage than the controls when evaluated by the comet assay. Doses ten fold lower than the used in acute tests in-
duced significant genotoxicity in cronic tests. Repair studies showed alow repair capability for the acute doses after 24
h. The post-treatment with CuSO, reduced the repair of the DNA damages generated by the DNA alkylating agent me-
thyl methanesulfonate (MMS). The copper sulfate also induced significant concentration-related influence in planarian
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171



172 J. Braz. Soc. Ecotoxicol., v. 1, n. 2, 2006

Praetal.

regeneration (r = 0.822 and p < 0.001). In mice, a dose of 20.72 mg CuSO, per kg of body weight induced a significant
increase in DNA damage 24 h after the exposure; and the repair was effective after 48 h from the exposure, when evaluated
by the comet assay. Results indicate toxicity and genotoxicity as well as repair interference potential for copper sulfate,
supporting a possible interference of the metal in the toxicity of environmental pollutants.

Key words: cupric sulfate, planarian, mouse, genotoxicity, comet assay.

INTRODUCAO

Estudos recentes apontam que metais como ferro, cobre
e cromo atuam em ciclo redox, produzindo espécies reativas
de oxigénio (EROs) (Stohs & Bagchi, 1995). As EROs e 0
estresse oxidativo gerado por estas induzem a peroxidagéo
delipidios, danos no DNA e ateram a homeostasia de diversos
minerais essenciais. Adicionalmente, o estresse oxidativo afeta
diversas rotas metabdlicas, incluindo aquelas envolvidas no
reparo de danos ao DNA. O sulfato de cobre tem largo emprego
tanto em processos industriais quanto na agricultura, como
fungicida, e na dieta humana, como suplemento alimentar. O
cobre € comumente encontrado em diversos compartimentos
dos ecossistemas, sendo um poluente de importancia signifi-
cativa (Teisseire et al., 1998).

A comparacédo dos efeitos toxicos e genotoxicos entre
espécies é fundamental para avaliar o risco biologico de
poluentes, particularmente para compostos persistentes no meio
ambiente (Bolognesi et al., 1999). Planérias de agua doce sdo
sensiveis a poluentes, tém ampla distribuicdo, sdo de cultivo
facil e barato, atributos que favorecem a sua utilizagdo como
bioindicador. Os camundongos tém amplo emprego em estudos,
s80 similares aos humanos e compartilham o mesmo habitat
com os ultimos.

O ensaio cometa € uma ferramenta sensivel para quanti-
ficar danos no DNA, bem como o processo de reparacéo dos
mesmos, e é amplamente empregado em estudos de genética
toxicol6gica e monitoramento ambiental (Fairbairn et al., 1995;
Tice, 1995; Collins et al., 1997). A versdo alcalina do teste,
descrita por Singh et al. (1988), permite medir a ocorréncia
de quebras simples e dupla, sitios alcali-1&beis e cross-links
no DNA.

O objetivo deste estudo foi investigar os efeitos toxicos
e genotoxicos do sulfato de cobre em planérias e camundongos,
além de elucidar alguns aspectos do reparo de danos no DNA
induzidos pelo sulfato de cobre nos dois organismos.

MATERIAISE METODOS

Testes em planérias

Foram utilizadas neste estudo planarias da espécie
Girardia schubarti. Os animais foram cultivados em agua
reconstituida e alimentados semana mente com figado bovino.
Planérias medindo entre 5 e 8 mm foram expostas aos
tratamentos. Para determinaco da toxicidade, as planérias foram
expostas a sulfato de cobre dissolvido em &gua de cultivo em

diferentes concentragfes por 24 h ou por 7 dias (com as solugdes
sendo trocadas diariamente) a 19°C. Em cada experimento 8
planérias foram analisadas.

Planarias regenerantes foram obtidas pela decapitacdo
na regido imediatamente abaixo das auriculas para os estudos
de alteracdo na regeneracdo. Grupos de 20 planéarias
regenerantes foram submetidas a solugdes de sulfato de cobre
nas concentragdes de 0,06, 0,15, 0,6 e 1,2 um de Cu, dissolvidos
em &gua de cultivo. Os seguintes marcadores de regeneracéo
foram observados: a) aparecimento de cicatriz (dia 1); b)
emergéncia de blastema (dia 2); ¢) formacado de ocelos
completos (dia 3); e d) emergéncia de auriculas (dia 4). As
planérias ndo foram alimentadas durante os testes e os animais
foram avaliados em interval os subsequientes de 24 h, quando
0 nimero de animais apresentando um marcador de regeneracéo
especifico foi anotado (Calevro et al., 1998, 1999).

A genotoxicidade do sulfato de cobre foi avaliada pelo
ensaio cometa: a 2 h, nas concentracfes de 1,0, 2,0, 3,0, 4,0
e5,0x 10°M; ea7 dias, nas concentragdes de 0,1, 0,25, 0,5,
0,75e 1,0 x 10°M. O teste cometatambém foi utilizado para
avaiar acinéticade reparo do DNA. As plandrias foram tratadas
por duas horas com MM S [8 x 10°M] e, posteriormente, incu-
badas por 2, 4 e 24 h em &gua de cultivo (pds-incubacdo) ou
por 2, 4 e24 hnapresencade 2 x 10°M CuSO, (pos-tratamento).
Planarias néo tratadas foram também incubadas por 2, 4 e 24
h em &gua de cultivo contendo ou néo CuSO, [2 x 10°M].

Camundongos

Camundongos da linhagem CF1 pesando entre 25 e 30
gramas, com idade entre 5 e 7 semanas, foram obtidos da
Fundacdo Estadua de Producéo e Pesquisa em Sallde (FEPPS),
Porto Alegre, RS. Antes dos testes os animais foram aclima-
tizados por 7 dias, recebendo racdo e dgua ad libitum e, entéo,
foram tratados por gavagem.

Ensaio cometa

A versdo acalina do teste cometa foi executada segundo
Tice (1995). Para as planarias, as|&minas foram confeccionadas
a partir de uma suspensao celular obtida pela tripsinizacéo
dos organismos (4-8 por amostra). Ja, para cada camundongo,
uma gota de sangue da cauda foi coletada em um microtubo
contendo heparing, o que se constituiu no material de interesse.
Cem céulas sel ecionadas a eatoriamente foram analisadas para
cadaamostra/animal. As células foram classificadas de acordo
com o formato daimagem em cinco classes (sem dano = 0,
dano maximo = 4). Desse modo, constituindo um indice de dano
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para cada amostra/animal variavel de 0 (sem dano algum — 100
células x 0) a 400 (dano maximo — 100 células x 4).

Analises estatisticas

As andlises estatisticas foram executadas pelo programa
GraphPad Prism 3.0. Os dados de toxicidade foram analisados
pelaandise de Probit para determinar osvaloresde LC_. Os
danos ao DNA nos camundongos em relagéo ao controle e entre
24 e 48 h foram comparados pelo teste t de Student. Para as
andlises de correlacdo foi utilizado o coeficiente de Pearson.
O nivel de significancia foi de 0,05.

RESULTADOS

Em planarias, a LC_ foi de 1230 ug Cu/L a24 h ede
480 ug Cu/L a7 dias. O sulfato de cobre causou atraso na
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regeneracdo de maneira concentracgo-dependente (r = 0,822;
p = 0,001) num intervalo de concentracfes que variou de 0,06
al,2x10°M CuSO,.

Foi observado aumento no dano ao DNA de forma
concentrag@o-dependente apds 2 h (Figura1A) e 7 dias (Figura
1B) de exposic¢do ao cobre quando avaliado pelo ensaio
cometa.

As planérias tratadas com MM S e incubadas na presenca
de sulfato de cobre mostraram persisténcia de lesdes ao DNA
apo6s 2 h (Figura 2). A 4 h, houve aumento no dano de DNA
em relacdo ao dano apds 2 h, que pode ser atribuido a quebras
no DNA introduzidas durante o reparo. O dano no DNA no
grupo de pés-incubacéo permanece elevado em relacéo ao
controle 24 h e 48 h apés tratamento. O tratamento de 48 h
com sulfato de cobre 2 x 10-° M mostrou-se toxico tanto no
grupo controle como no grupo de pés-tratamento.
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Figura 1 — Efeito genotdxico do sulfato de cobre em planérias. A — apos 2 h de tratamento. B — ap6s 7 dias de tratamento.
Média e desvio-padréo de 4-6 experimentos. Significativamente diferente do controle: * p < 0,05; ** p < 0,01
pelo teste de ANOVA, seguido do teste de comparagdes multiplas de Dunnet.
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Figura 2 — Cinética de reparo do dano ao DNA causado por MMS na presenca de CuSO, em plandrias. Tratamento por 2 h com MMS (8 x 107) e
incubadas em &gua de cultivo (v) — pés-incubagéo, ou na presenca de 2 x 10° CuSO, (@) — pés-tratamento. Plandrias ndo tratadas também foram
incubadas em &gua de cultivo (O), ou na presenca de 2 x 10° M CuSO, (m). Média e desvio-padréo de 5-7 experimentos. ** Significativamente
diferente do valor correspondente a pés-incubagéo, p < 0,01.
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Em camundongos, o sulfato de cobre induziu aumento
de dano ao DNA em relagéo ao controle negativo, apos 24
h. Uma reduc&o significativa, em comparagdo com 24 h, nos
danos ao DNA foi observada 48 h ap6s exposi¢éo (p < 0,01).

DISCUSSAO

Nossos resultados apontaram efeito toxico e genotoxico
do sulfato de cobre em planarias de dgua doce e em camun-
dongos. Os testes de regeneracdo apontaram um potencial
teratogénico, principalmente em relagdo ao tempo de regene-
rac8o. Esse atraso poderiaindicar o risco de mal-formagdes
embrionérias. O efeito genotoxico pode ser atribuido ainducéo
de EROs, viareacdo do tipo Fenton, que pode causar danos
em componentes celulares como DNA e proteinas. Diferen-
temente dos estudos in vitro, nossos resultados, in vivo com
planérias e camundongos, apontam reparo mais lento, de modo
gue o dano ao DNA nao volta ao nivel basal 24 h ou 48 h do
inicio da exposicéo. 1sso acentua aimportancia dos testesin
vivo que permitem avaliar ainfluéncia da homeostasia sobre
a estabilidade do material genético.

O ensaio cometa ndo prevé necessariamente o potencial
mutagénico das substéncias testadas, uma vez que detecta
alteragcbes no DNA que podem ou ndo ser reparadas
eficientemente. Contudo, vérios trabalhos ja apontaram o efeito
mutagénico de compostos contendo cobre. Uma das possiveis
razoes da genotoxicidade do cobre é ainterferéncia do elemento

Praetal.

sobre 0s mecanismos celulares de reparo do DNA. Paraavaliar
iss0, as planarias foram expostas ao MM'S, um agente alquilante
de acdo direta, e, posteriormente, incubadas na auséncia e na
presenca de CuSO,. Observou-se inibigdo do reparo, que pode
ser atribuida ainibigéo das enzimas de reparo: @) pelaligacéo
ao sitio ativo, em substituicéo ao co-fator responsavel pela
reatividade das moléculas; b) pela desnaturagdo mediada pela
interacéo do cobre com os grupos sulfidril; e ¢) pelainibicao
dos passos de polimerizagéo e ligagéo nafitado DNA durante
0 processo de reparo. Além disso, pode ocorrer efeito
sinergistico gerado pelas EROs produzidas pelo cobre. A
inibicdo do reparo de DNA em presenca de sulfato de cobre
poderia acentuar o efeito mutagénico do MMS e, supostamente,
de outros agentes alquilantes.

A concordancia das respostas genotoxicas em planérias
e em camundongos valida o uso de planarias paraa avaliacao
da toxicidade e genotoxicidade de compostos metédlicos in vivo
pelo ensaio cometa. Além disso, reforga a utilidade dos estudos
de regeneracdo em planérias. Desse modo, as planérias podem
ser utilizadas para avaliar riscos ambientais relacionados a
exposi¢do aguda e crénica a quimicos, em ecossistemas
aquaticos. O efeito inibitério dos ions de cobre sobre o reparo
de lesbes ao DNA induzidas por MMS aponta efeito
modulatério do metal sobre o efeito genotdxico de misturas
ambientais de natureza complexa. Estudos adicionais sdo
necessarios paraandisar ainterferéncia de metais sobre o reparo
de DNA
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Figura 3 — Genotoxidade do sulfato de cobre em células sangiiineas de camundongos avaliada pelo ensaio cometa. # Significativamente maior em
relagdo a aguaa 24 h ea 48 h (p < 0,01). £ significativamente menor que o dano a 24 h (p < 0,01). Andlise pelo teste t de Student.
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RESUMO

O objetivo deste trabalho é verificar o impacto ambiental causado pelo trafego automotivo através da determinagdo de
metais toxicos em diferentes compartimentos ambientais em areas proximas a estradas e a sua correlagéo com a formagéo
de lipoperodxidos na populacéo de Ctenomys minutus (tuco-tucos). Foram capturados individuos em trés locais de diferente
impacto automotivo nas quatro estaces do ano. De cada animal foi retirado sangue para quantificagcéo do indice de
lipoperoxidagdo, através do ensaio bioquimico TBARs (espécies reativas ao acido barbitirico). Em cada ponto de
amostragem foram retiradas aliquotas de pélos e pelotas fecais dos animais, da vegetagéo fonte alimentar e do solo para
determinagéo de Cd, Ni, Pb e Zn. Esta andlise verificou diferenca significativa em relagdo aos metais nos compartimentos
ambientais de pontos proximos a estrada em relagdo a érea controle. O teste TBARs indicou forte diferenca sazonal, e
no veréo, com maior pressao de trafego, o indice de dano foi maior em todas as areas e 0s animais mais proximos a estrada
apresentaram maior nivel de dano.

Palavras-chave: Ctenomys minutus, impacto automotivo, metais toxicos, |ipoperoxidacéo.

ABSTRACT

Automotive impact in populations of Ctenomys minutusin the coastal plain in southern Brasil:
evaluation of heavy metal contents and quantification of lipoperoxidation levels

The present work aims to check the automotive traffic impact caused by analyze toxic metal concentration in environ-
mental samplesin areas near and far from the road and its correlation with lipoperoxides formation in population of Ctenomys
minutus (tuco-tucos). Individuals were captured seasonally in three different traffic impact area. From each individual
were collected blood to quantify lipoperoxidation by the biochemical assay TBARS (Tiobarbituric acid reactive). In samples
of fur, spraints, soils and food vegetation were analyzed Cd, Ni, Pb and Zn. This study show significant difference of toxic
metals in areas near the traffic road. The TBARSs assay indicates strong seasonal differences. In summer, when the traf-
fic road increase, the index injury was biggest in all the study areas and even greater near the road.

Key words: Ctenomys minutus, automotive impact, toxic metals, lipoperoxidation.

INTRODUCAO efeito mutagénico e/ou carcinogénico em animais e no homem
(Lonnrot et al., 1996).

Os efeitos de poluentes ambientais podem ser estimados
através do uso de bioindicadores, que sdo organismos que
refletem o estado do ambiente, podendo indicar poluic&o por
sua presenca ou auséncia, frequiéncia, distribuicéo, abundancia,

A exposicdo as emissies provenientes dos veiculos tem
sido considerada preocupante pelos seus efeitos na salde
humana. Alguns estudos experimentais e evidéncias
epidemiol 6gicas indicam que a gasolina e o 6leo diesel tém
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sobrevivéncia e respostas a determinadas condigdes ambientais.
Processos biogquimicos sdo usados para bioindicagéo, pois
permitem o reconhecimento precoce de danos causados aos
bioindicadores.

Uma provavel maneira de os metais causarem carcino-
génese é através daformacéo deradicais livres. Cadmio e niquel
sdo classificados como carcinogénicos pelaAgéncia Interna-
cional de Pesquisa do Cancer (IARC).

A lipoperoxidac&o € uma evidéncia dainjuria causada
pelosradicaislivres nos sistemas bioldgicos (Zwart et al., 1999).
O nivel de lipoperoxidacdo (dano oxidativo em lipidios) pode
ser estimado pela determinagéo de espécies reativas de acido
tiobarbitdrico (TBAR).

Os tuco-tucos sdo pequenos roedores fossoriais, do
género Ctenomys, que vivem em tocas individuais no solo e
nestas desenvolvem todas as atividades bioldgicas. Neste
traba ho estudaram-se individuos da espécie Ctenomys minutus
(Freitas, 1995), que s&o herbivoros, tém ampla distribuicao
na Planicie Costeirado Rio Grande do Sul e ocorrem em areas
relativamente povoadas ou de intensa atividade humana,
inclusive préximo arodovias. Essas caracteristicas qualificam-
no para este estudo como um potencial organismo bioindicador.

Este trabalho pretende avaliar o impacto causado pelo
tréfego automotivo através de bioindicaggo ambienta e verificar
se 0 aumento do trafego de veiculos na estrada rel aciona-se
com o0 aumento do dano nos bioindicadores utilizados.

MATERIAL E METODOS

A areade estudo deste trabalho situa-se na Planicie Cogteira
do Rio Grande do Sul (Brasil), compreendida entre os paralel os
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29°45'S e 30°15'S e os meridianos 50°00 e 50°30" W', onde
se encontra o sistema lagunar da regi&o Osorio-Tramandali, as
margens da estrada RS 030. O fluxo de veicul os nesta estrada
€ relativamente baixo, porém aumenta significativamente nos
meses de dezembro, janeiro e fevereiro, periodo de veraneio.

Foram selecionadas trés areas de coleta considerando
0s ventos predominantes na regido (Hasenack & Ferraro, 1989).
Dois pontos margeiam a estrada e um terceiro foi selecionado
em éarea a cerca de 2000 m da rodovia mais préxima,
representando o controle. A Fazenda Maribo representa o ponto
menos impactado; as Fazendas Weber e Amaral nas margens
da rodovia representam pontos de impacto direto.

A amostragem dos bioindicadores foi realizada em cada
area de coleta nas quatro estac8es climéticas entre julho de
2000 e junho de 2001. O Quadro 1 apresenta as datas das col etas
e o fluxo de veiculos correspondente a cada ponto de
amostragem.

Foram capturados em todo o periodo de avaliagéo 108
individuos de Ctenomys minutus com auxilio de armadilha
do tipo Oneida-Victor n° zero. Os animais, anestesiados com
Zoletil, tiveram retiradas aliquotas de pélos para dosagem de
metais. Coletou-se também 0,5 a 1,5 ml de sangue
imediatamente armazenado a —40°C em gelo seco por
aproximadamente seis horas. Posteriomente foram transferidos
em laboratorio parafreezer a—70°C até os procedimentos dos
testes bioquimicos; 79 amostras foram testadas e consideradas
vélidas para andlise estatistica.

Em cada area de amostragem foram retiradas trés aliquotas
de solo superficial, vegetacdo e pelotas fecais ao redor datoca
de cada animal capturado, a fim de compor uma amostra
composta para a dosagem de metais.

Quadro 1 — Fluxo de veiculos e datas de captura.

Estacéo Fazenda Data coleta Veiculogdia
Maribo 17/8/2000 4900
Inverno Weber 25/7/2000 5000
Amaral 1/8/2000 4600
Maribo 17/11/2000 6200
Primavera Weber 21/11/2000 8200
Amaral 28/11/2000 7400
Maribo 19/3/2001 6400
Veréo Weber 13/3/2001 8300
Amaral 6/3/2001 8900
Maribo 21/5/2001 5500
Outono Weber 4/6/2001 5700
Amaral 24/5/2001 4800
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Paraa quantificacdo de metais em pélos, solo e graminess,
as amostras foram digeridas com &cido nitrico em microondas
(CEM — MDS 2000). A determinac&o de Pb, Ni e Cd foi
redlizada por forno de grafite no Espectrofotbmetro de Absorgéo
Atdmica SIMAA 6000 e a determinagdo de Zn, por chama
no modelo 3300 (Perkin-Elmer, 1982).

O indice de peroxidacéo de lipidios usado foi 0 TBARS—
Espécies Reativas de Acido Tiobarbitdrico (Dal-Pizzol, 2001).
Para esta determinagéo as amostras de sangue foram homoge-
neizadas em solugéo tampéo e &cido tricloroacético 10% foi
adicionado a cada amostra padronizada para precipitagéo de
proteinas. Apés a centrifugagdo, ao sobrenadante foi adicionado
&cido tiobarbitdrico e incubado em banho-maria. O resultado
foi obtido por espectrofotometria a 535 nm.

Utilizaram-se os programas Etatistica for Windows, SPSS
e SAS, e a andlise de componentes principais foi realizada
utilizando-se a “carga’ conjunta dos metais.

RESULTADOSE DISCUSSAO

A andlise de metais esta apresentada nos Quadros 2 a 5.

A Figura 1 apresenta o grafico de escores fatoriais para
solo. Observarse tendéncia de baixos valores nafazenda Maribo
para o conjunto integrado dos quatro metais analisados nos
compartimentos solo em relac&o aos val ores apresentados nas
fazendas Amaral e Weber. A vegetacdo apresentou 0 mesmo
comportamento.

Esse comportamento evidencia estatisticamente que
diferentes cargas de metai s atuam no ponto controle (Maribo)
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e nas duas areas marginais a estrada (Amaral e Weber). Nos
compartimentos ambientais (pélos e pelotas fecais) este
comportamento ndo foi evidenciado.

Analisando-se as concentracfes de cada metal isolada-
mente nos compartimentos ambientais dos trés locais avaliados,
verifica-se, através da variancia, comportamento diferente entre
0 ponto controle (Maribo), sempre associado a baixos escores,
e as Fazendas Amaral e Weber, associadas a altos escores,
Quadro 6.

A andlise estatisticaindicou que maiores concentragdes
de Pb, Ni e Zn nos diferentes compartimentos estéo associadas
aproximidade da estrada, sendo que Ni (solo, vegetagéo e pélos)
€ 0 que mais esta associado a proximidade da estrada.

Os valores do indice de peroxidagéo de lipidios (nmol
TBA/mg de proteina) sazona sugerem diferencaentre a estagdo
do verdo e as demais estagBes do ano, Quadro 7. Ja o resultado
da andlise multivariada, apresentado no Quadro 8, indica ndo
haver diferenca significativa entre os locais de coleta dentro
de uma mesma estacdo. Porém, quando se compara o dano em
um mesmo locd de coleta nas diferentes estagles, 0 Verdo modra:
e dgnificativamente diferente das demai's estagBes para 0s pontos
de impacto direto da estrada.

O coeficiente de Pearson (r), considerando todo o periodo
avaliado, apresenta o valor de 0,667, indicando correlacéo
positiva, ou seja, quanto maior o fluxo de veiculos, maior o
dano oxidativo. J& para a situagdo de verdo, o coeficiente de
Pearson (r) apresenta o valor de 0,836, indicando ser este o
periodo de correlagéo entre o dano oxidativo e o fluxo de
veiculos, pois para as demais estagdes a correlacéo € nula.

Quadro 2 — Concentragéo de cadmio (ug.kg™) nos compartimentos ambientais dos locais avaliados da Planicie Costeira, RS — 2000/2001.

Estacdo Local

Solo Vegetacdo Pélos Pelotasfecais

Maribo 6,35
5,91

6,85

Inverno  Weber

Amard

Maribo 2,84
8,31

3,82

Primavera Weber

Amaral

Maribo 2,10
2,02

Amaral 2,41

Verdo  Weber

Maribo nd
Outono Weber 1,0

Amaral nd

29,5 39,4 78,2
51,3 28,2 254
14,7 50,8 75,5
234 24.8 46,1
9,03 43,6 41,9
22,1 28,2 81,8
19,9 8,96 36,1
30,7 23,0 334
21,0 22,1 48,7
33,0 nd 89,0
54,0 20,0 42,0
72,0 2,00 26,0
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Quadro 3 — Concentragéo de chumbo (1g.g?) nos compartimentos ambientais dos locais avaliados da Planicie Costeira, RS — 2000/2001.

Estacdo Local

Solo Vegetacdo Pélos Pelotasfecais

Maribo 1,93 1,36 3,01 2,32
Inverno  Weber 3,09 3,38 2,16 1,65
Amaral 3,87 2,21 1,21 2,98
Maribo 1,75 1,73 5,60 1,96
Primavera Weber 3,45 1,77 7,95 2,14
Amara 2,98 1,01 7,87 3,95
Maribo 1,26 144 032 0,39
Verdo Weber 2,14 2,05 1,17 0,64
Amaral 2,70 0,62 0,82 1,59
Maribo 1,26 0,78 1,22 2,11
Outono  Weber 2,74 1,98 1,08 1,30
Amara 4,23 1,74 1,27 2,53

Quadro 4 — Concentragéo de niquel (1g.g™) nos compartimentos ambientais dos locais avaliados da Planicie Costeira, RS — 2000/2001.

Estacdo Local Solo Vegetacdo Pélos Pelotasfecais
Maribo 0,38 0,42 1,05 0,88
Inverno  Weber 0,94 1,89 1,96 3,25
Amara 1,67 2,11 1,66 3,84
Maribo 0,24 0,55 1,30 0,87
Primavera Weber 0,98 0,62 3,16 1,66
Amaral 1,45 1,35 191 2,23
Maribo 0,24 0,40 0,32 0,82
Verdo  Weber 1,67 2,35 1,50 2,08
Amaral 1,51 1,29 0,83 2,08
Maribo 0,16 0,16 0,57 0,19
Outono  Weber 1,18 1,06 1,36 0,93
Amaral 1,64 1,20 1,24 1,98
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Quadro 5 — Concentragdo de zinco (ug.g™) nos compartimentos ambientais dos locais avaliados da Planicie Costeira, RS — 2000/2001.

Estacdo Local Solo Vegetacdo Pélos Pelotasfecais

Maribo 0,98 56,8 179 194
Inverno  Weber 2,92 54,2 144 125
Amaral 3,92 75,6 131 152
Maribo 0,58 54,4 163 116
Primavera Weber 4,20 58,8 148 165
Amara 3,68 37,6 161 216
Maribo 2,69 54,1 212 170
Verdo  Weber 6,40 81,8 203 256
Amaral 7,42 79,8 235 301
Maribo 1,93 26,4 222 191
Outono Weber 12,6 81,3 1,64 145
Amara 10,2 122 204 459
2,0
1,51
1,01
PR
05 Estacao
[ Inverno
1,0
[ Outono
1,51 [ Primavera
20 ' ' ' Il Verso
Amaral Maribo Weber
Fazenda

Figura 1 — Escores fatoriais das concentragdes dos quatro metais analisados para o
compartimento solo, nos trés locais de coleta, ao longo das estagdes do ano.

Os niveis de lipoperoxidacdo podem ser correlacionados
a carga poluente relativa a época de maior fluxo de veiculos
anterior asemanada coleta. Destaforma, pelo exposto, osniveis

aumentados de lipoperdxidos medidos no sangue de Ctenomys
minutus e expressos por TBARs (Quadro 7) sugerem ser este
um potencia e promissor parémetro de bioindicagdo ambiental.
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Quadro 6 — Escores fatoriais de cada metal nas diferentes areas avaliadas.

M etal/Compartimento Fazenda/Escor e
Ni/Solo M b W a Aa
Ni/V egetacdo Mb W a Aa
Ni/Pélos Mb W a Aab
Pb/Solo M b W a Aa
Pb/Pelotas Mb Wb Aa
Zn/Solo M b W a Aa

Fazenda: M = Maribo, W = Weber e A = Amaral.
Escores a = dto e b = baixo. Para caracteres iguais na mesma linha néo existe diferenca sgnificetiva;
Diferenca significativaentre a e b namesma linha paraum o = 5%.

Quadro 7 — indice médio de peroxidagéo de lipidios (nmol TBA/mg proteina)
e erro-padréo em sangue de Ctenomys minutus por estagéo do ano nas éreas avaliadas.

EstacBes
Fazendas
Verao Outono Inverno Primavera
Maribo 0,0378 +£ 0,0037 0,0097 + 0,0058 0,0133 + 0,0008 0,0144 + 0,0029
Weber 0,0501 £ 0,0071 0,0156 + 0,0034 - 0,0139 + 0,0017

Amaral 0,0882+0,0136 0,0155+0,0041 0,0124 £ 0,0007 0,0105+ 0,0011

Quadro 8 — Escores médios com os resultados da comparagéo mdltipla do nivel de
peroxidagdo de lipidios, por estacdo do ano, no sangue de Ctenomys minutus nas diferentes areas avaliadas.

Estactes
Fazendas
Verao QOutono Inverno Primavera

Maribo 61,75 15,90 35,75 27,21
A a B a AB a B

65,50 31,56 33,50
Weber a A a B NA a B

Amaral 73,57 32,10 30,20 22,33
a A a B a B a B

Os ranks seguidos pela mesma letra ndo diferem significativamente com um o = 0,05.
Letras minGscul as consideram linhas dentro das colunas (a).

L etras maiGiscul as consideram colunas dentro das linhas (A).

Tabela de comparacdo multiplade Kruskal Wallis Rank Test, oo = 0,05 e p < 0,0001.
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CONSIDERACOESFINAIS

A quantificagdo e aandise dos metais nos compartimentos
ambientai's das trés areas mostram claramente que ha diferenca
significativa entre os locais mais proximos a estrada (Amaral
e Weber) em relacgdo a area controle (Maribo) mais distante
da mesma.

Os compartimentos solo e vegetac&o indicaram que a
area Maribo apresenta tendéncia diferenciada em relagéo as
outras duas éreas, quando avaliado o conjunto da carga de
metai s presentes.

Com relagdo ao teste bioquimico para TBARs, ha
tendéncia diferente entre as &reas avaliadas. No verdo, observa
se comportamento diferenciado nas éreas que margeiam a
estrada, tendo os animai's desses |ocai's apresentado maior nivel
de dano.

O teste bioquimico para TBARs indicou forte diferenca
sazonal, sendo que no verdo o indice de dano obtido foi maior
nas trés &reas avaliadas.

As avaliagdes bioquimicas empregadas foram mais
sensivel's que a quantificagdo de metai's paraindicar dano recente
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nos tuco-tucos, salientando as diferencas entre as trés areas
avaliadas com diferente impacto de trafego.
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RESUMO

O desenvolvimento de substancias quimicas destinadas a eliminacéo de ervas daninhas e pragas foi um dos aspectos que
mais marcaram a evolucdo da agricultura mundial durante o século XX. Contudo, os resultados positivos trazidos pela
incorporacgéo de agrotoxicos na producédo agricola foram obscurecidos por crescentes debates acerca dos efeitos negativos
sobre a sallde humana e o0 meio ambiente. O presente artigo apresenta os resultados de um estudo sobre a utilizagéo de
agrotoxicos em um assentamento de reforma agrérialocalizado na regido norte fluminense, a partir da aplicacdo de questionarios
em uma amostra al eatGria composta por cem assentados. Os dados col etados incluiram informagdes sobre aspectos demograficos
e educacionais da populacdo estudada e sobre a utilizacdo de agrotoxicos. Os resultados obtidos mostram a utilizacdo de
agrotoxicos em cerca da metade das propriedades visitadas para combater ervas daninhas e diferentes tipos de pragas agricolas
em onze culturas. Do ponto de vista da toxicidade destes compostos utilizados, os dados mostram o predominio de substéancias
moderadamente toxicas para a satide humana e altamente perigosas para 0 meio ambiente. Os dados mostram também que
o risco de contaminagao associado a utilizagéo destes produtos é aumentado pelo baixo nivel de escolaridade dos assentados,
pela falta de treinamento e equipamentos de seguranca para a utilizagdo dos agrotoxicos, pelo descarte inadequado de
embal agens vazias e pela venda descontrolada dos produtos. Finalmente, os resultados deste estudo deixam claro a necessidade
de um processo educativo entre os usuarios de agrotdxicos sobre os riscos envolvidos na utilizagéo incorreta dos produtos
e de um trabalho de mapeamento da contaminagdo ambiental nos corpos de agua proximos as culturas agricolas.

Palavras-chave: agrotéxicos, meio ambiente, reforma agréria, toxicidade, salde.

ABSTRACT

Studying the use and risks of contamination by
pesticidesin aland reform settlement in the north fluminense region, Brazil

During the twentieth century, the agricultural economy benefited tremendously from new developmentsin chemical pesticides.
This progress, however, has resulted in unintended consequences to human health and the environment. This article presents
the results of a study carried out on land reform settlement located on the North Fluminense region. Data was obtained
by surveying one hundred land reform settlers through a random sample questionnaire. Variables studied include household
demography and education, types of pesticides, targeted crops, levels of training for pesticides handling, disposal of empty
containers and use of safety equipments. Our results show that about half of the househol ds were using pesticides to eradicate
weeds and different types of agricultural pests on eleven crops. Data also showed a dominance of products with moder-
ate toxicity for human health and high toxicity for the environment. The risk for increased contamination associated to
pesticides utilization was greatly enhanced by a general lack of understanding regarding health and environmental risks.
Most settlers declared having previously received no formal training for the handling and disposing of products being
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used in their lots. We also found that most settlers were littering their lots with empty containers and had unrestricted access
to pesticides retailers. Finally, our results show the need for the education on the health and environmental risks involved
in misguided utilization of pesticides, and for the mapping of aquatic systems environmental contamination associated

to pesticides utilization.

Key words: pesticides, environment, land reform, toxicity, health.

INTRODUCAO

O desenvolvimento da sociedade humana sempre esteve
ligado & obtencdo de alimentos e, por conseguinte, ao
desenvolvimento da agricultura. Assim, a Revolugéo Industrial
jaacenava aimportancia de aumentar e aperfeigoar a producdo
aimentar em virtude do crescimento populacional, sobretudo
nas areas urbanas (Chaim, 1999). Em consequiénciadaexigéncia
de uma demanda cada vez maior de alimentos, préticas agricolas
como as das monoculturas foram amplamente adotadas como
estratégia para fornecer alimentos para os grandes mercados
urbanos. Como resultado, o mundo experimentou uma
transformagéo tecnol 6gica nos sistemas produtivos, em que a
utilizag@o de agrotoxicos torna-se fundamental para minimizar
0 tempo de trabalho e combater um crescente nlimero de pragas.
As evidéncias cientificas acerca dos impactos sicio-ambientais
decorrentes da difusdo de agrotdxicos e as conseqiientes restricdes
em torno do uso crescente dessas substancias ndo detiveram
asuadifusio em todo 0 mundo, especialmente nos paisestropicas
que buscavam participar do mercado mundial com frutas e
legumes, e onde a ocorréncia de pragas agricolas é especid mente
prevaente (Ecobichdn, 2001; Nunes & Tabgara, 1998). Segundo
0 World Resources Institute, a maioria dos agrotéxicos
comercializados nos paises subdesenvolvidos consiste de
organoclorados e carbamatos que sdo conhecidos por sua ata
toxicidade (WRI, 1998). Para Waichman et al. (2003), aata
toxicidade de tais produtos, arelada afata de informagdes sobre
possiveis riscos envolvidos na sua utilizagdo e a caréncia de
informagBes acerca da maneira correta de aplicalos, é um fato
gue predominaentre os agricultores e que tem sido responsavel
por atos graus de contaminacdo ao meio ambiente e a salde
humana. Neste sentido, 0 Manual de Vigilancia da Salde de
Popul agBes Expostas aAgrotoxicos, produzido pela Organizagdo
Pan-Americana de Salde (OPAS, 1996), divide os possiveis
danos a satide humana causados pela utilizagdo dos mesmos
em tréstipos de intoxicagdo: aguda, subaguda e cronica, de acordo
com o tempo de exposi¢ao e a toxicidade das substancias
manuseadas. Ainda de acordo a OPAS, os danos causados pela
intoxicagdo por agrotoxicos variam muito, dessaforma, envolvem
fatores que vao desde as caracteristicas quimicas dos produtos,
perpassando pelas proprias caracteristicas da pessoa exposta
até as condicdes de exposicdo. No mesmo sentido, Schafer et
al. (1999) afirmam que os efeitos subagudos causados pela
utilizac8o dos agrotoxicos, mesmo sendo dificeis de identificar,
as vezes podem ser constatados e tratados apropriadamente.
N&o obstante, se é dificil diagnosticar os efeitos subagudos, os
efeitos em longo prazo, causados pelaintoxicacdo cronica, sdo

muito mais complexos para diagnosticar com precisdo, umavez
gue tais intoxicacdes estdo relacionadas a problemas como
surgimento de cancer, defeitos de nascimento, danos ao sistema
nervoso, etc., que podem se desenvolver gpés 15 ou até 30 anos
decorridos da exposicdo aos produtos. Além disso, o
estabel ecimento de doses fatais para seres humanos é seguido
de umaidentificagdo dos niveis de toxicidade de cada produto.
Schafer et al. indicam ainda que o trabaho na agricultura pode
ser considerado uma modalidade de dta periculosidade, bastando
analisar o exemplo dos Estados Unidos, onde a taxa de
mortalidade entre os trabal hadores agricolas em 1996 foi maior
do que ados trabahadores dasindlstrias. No Brasil, todo produto
deve apresentar nos seus rétulos umafaixa coloridaindicativa
de sua classe toxicolégica (OPAS, 1996). No que serefere a
classificacéo quanto ao potencial de pericul osidade ambiental,
as tipol ogias existentes se baseiam em uma série de pardmetros
gue incluem: ataxa de bioacumulagdo, a persisténciano meio
ambiente, o tipo detransporte, o nivel de toxicidade paradiversos
organismos e os potenciais mutagénico, teratogénico e
carcinogénico. Wilson & Tisdell (2001) afirmam que a presenca
de agrotdxicos no meio ambiente afeta grande ndmero organismos
Vivos e ndo simplesmente as pragas agricolas. Além disso, outras
interferéncias ambientais provocadas pela acéo dos agrotoxicos
incluem: a quebra da matéria orgénica, a interferéncia na
respirac@o dos solos, a contaminagdo de recursos hidricos e o
desequilibrio bioldgico entre presas e predadores. Cabe ressdtar
ainda que Langenbach (1999) indica que as estatisticas tém
mostrado que, apesar do uso dos agrotdxicos, 0 nimero de pragas
nas lavouras est4 aumentando, iSso porque as mesmas estéo
desenvolvendo mecanismos de resisténcia aos produtos. Wilson
& Tisdell (2001) explicam esse fato argumentando que, se 0s
agrotdxicos contribuem para a reducdo das pragas e para o
aumento da producéo agricola num primeiro momento, com
0 passar do tempo, as pragas passam a desenvolver resisténcias
a0s Mesmos €, com isso, causam um efeito “esteira’, em que
para combater essas pragas as aplicacdes dos produtos sdo
aumentadas sem que sgja acancada sua eliminacdo, acarretando
aumento na utilizagcdo de agrotéxicos até um ponto em que a
utilizacdo desses produtos se torna economicamente inviavel .

MATERIAL E METODOS

A éreade estudo do presente traba ho foi 0 Assentamento
Zumbi dos Palmares que se localiza entre as coordenadas 21°32'
€21°45'S e 41°11’ e 41°16' W, englobando territério dentro
dos municipios de Campos dos Goytacazes e Sao Francisco
do Itabapoana (Figura 1).
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O Assentamento Zumbi dos Palmares foi resultado da
ocupacdo organizada pelo MST em 12 de abril de 1997 no
complexo de terras da Usina S0 Jodo, que havia entrado em
processo faimentar alguns anos antes. A &rea de gproximadamente
8.500 ha, que havia sido usada historicamente para o plantio
de cana e paraa préticadapecuaria, fai divididaem cinco nicleos
apbs 0 seu parcelamento em lotesindividuais. A coleta de dados
paraesta pesquisafoi feita através de um questionario projetado
especificamente para este estudo. O questionério visava a obter
informagdes sobre as caracteristicas demogréficas e socioecont-
micas, 0s principais sistemas agricol as que estéo sendo adotados,
a utilizagdo de equipamentos de protecdo por parte dos
agricultores assentados, 0s tipos de agrotdxicos utilizados e seus
niveis de toxicidade e as evidéncias dos problemas de salde
causados pela manipulagéo dos agrotoxicos. Os questionarios
foram aplicados a cem familias entre julho de 2003 e janeiro
de 2004, que foram selecionadas aleatoriamente, sendo os
guestionarios respondidos voluntariamente.

RESULTADOSE DISCUSSAO

A populagdo estudada é composta majoritariamente por
pessoas adultas, ainda que o grupo etario com maior nimero
de individuos seja 0 de 0 a 8 anos. Além disso, os dados
mostram que a aplicacdo de agrotoxicos € basicamente exercida
por adultos. Por outro lado, no que concerne ao nivel de
escolaridade dos assentados, 60% da popul agéo estudada cursou
apenas 0s primeiros quatro anos escolares. Os dados coletados
indicam ainda que 46% dos agricultores estudados fazem uso
dos agrotéxicos em seus sistemas agricolas, sendo esta uma
guantia significativa que reflete a intensidade dessa pratica
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no assentamento. Além disso, entre os 54% dos entrevistados
gue ndo utilizam agrotoxicos, muitos declararam que s6 ndo
fazem uso dos produtos porque ainda ndo tém condigdes
financeiras para adquiri-los, mas que pretenderiam utiliza-los
no futuro caso acumulassem o capital necessario paratanto.
No tocante a mao-de-obra utilizada na aplicacéo de agrotoxicos,
apenas 20% dos assentados contratam méo-de-obra pararedizar
atarefa, ao passo que os outros 80% dependem da méao-de-
obra familiar para realizar as atividades relacionadas ao
manuseio e utilizagc@o dos produtos e para 0 descarte de
vasilhames. Por outro lado, quando perguntados sobre por que
utilizam agrotdxicos em seus sistemas agricolas, a maioria dos
assentados afirmou que o motivo principal seriaadiminuicéo
do tempo de trabalho. Assim sendo, os assentados utilizam
ampla gama de produtos para cuidar da erradicagéo de ervas
e pragas, sem aexigénciade traba ho bragal. Apos identificar-
mos a incidéncia do uso de agrotoxicos pelos agricultores
assentados foi feito um levantamento acerca das culturas
agricolas em que os mesmos estavam sendo utilizados. A partir
dos dados obtidos foi possivel constatar que nas lavouras de
abacaxi o0s agrotoxicos sao utilizados de forma mais intensa,
ainda que o uso destas substancias esteja presente num nimero
maior de culturas que incluem o milho, abdbora, coco, maracuja,
aipim, diversostipos de citricos e a cana-de-aglicar. A quantidade
de culturas em que os agrotoxicos sdo utilizados demonstra
gue estes produtos se tornaram uma pega-chave para 0s
assentados. Por outro lado, arelaco entre os plantios de abacaxi
e aintensa utilizagdo de agrotdxicos ficou demonstrada no
Assentamento Zumbi dos Palmares, pois esta concentrada entre
nos nuicleos IV eV, cujos sistemas agricolas incluem extensas
areas de maracuja e abacaxi.

45 —44 —43

—42 41

1 0 1

2 km

Figura 1 — Localizag&o do Assentamento Zumbi dos Palmares.
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Além deidentificar quais produtos sfo utilizados, também
foram identificadas as informagdes quanto a sua funcéo, a praga
aser combatida e as culturas em que estavam sendo aspergidos.
Os resultados demonstram, no que se refere as fungdes, que
no Zumbi dos Palmares sdo utilizados uma série de produtos
diferentes, incluindo os de combate a ervas daninhas, fungos
e insetos e também os usados para acelerar o crescimento
(Tabela 1).

O abacaxi foi aculturaque mais recebeu a aplicacéo de
diversos tipos de agrotdxicos, o que evidencia ndo s6 sua
dependéncia em relacdo ao uso de substancias quimicas, como
também que foi aculturacom aqual os assentados demonstraram
maior expectativa de retorno financeiro. Contudo, aém da classfi-
cacdo entre as fungdes dos agrotdxicos encontrados, separamos
0s produtos levando em conta sua classificagéo toxicolégica
humana e ambiental. Neste aspecto, dentre os agrotdxicos
encontrados no assentamento ha preval éncia de produtos situados
nafaixalll (moderadamente toxico) no que serefere atoxicidade
humana (toxicidade crénica) e dafaixa Il (produtos muito
perigosos no que se refere a toxicidade ambiental) (Tabela 2).

Embora hgja separagéo entre toxicidade humana e ambien-
tal, pois a primeira esta rel acionada diretamente a testes dos
produtos com organismos Vivos, a contaminagdo ambiental
pode se refletir em longo prazo na salide humana. A contami-
nacdo indireta do meio ambiente através da atmosfera, solo
e principalmente agua modifica o cenario de toxicidade, uma
vez que 0s compostos chegam até a populagdo por outras vias,
gue ndo apenas a de aplicacdo do produto. No caso dos
assentados verificou-se que a maior parte deles utiliza agua
de pocos artesianos de baixa profundidade e muito proximos
as areas onde as culturas sdo plantadas. Além disso, foi
observado que as embalagens desses produtos estéo sendo
descartadas de forma inadequada, o que podera agravar a
contaminagdo do solo e dos recursos hidricos do assentamento.
Embora o nimero de produtos no local de estudo sgja grande,
amaior parte pertence ao grupo dos organofosforados (Folidol
e Tamaron, usados nas lavouras de abacaxi e maracuja, pertencem
a este grupo), sendo que muitos deles apresentam 0 mesmo
ingrediente ativo em sua composic¢ao. Os produtos Bravik,
Folisuper e Folidol sdo diferentes formulactes da parationa
metilica, e sdo classificados com grau de toxicidade humana
| ell eambiental Il, dependendo da concentracdo em sua
formulacdo. Os organofosforados s8o os pesticidas responsavels
pelo maior nimero de intoxicagdes e mortes no Pais. Sua agéo
no organismo se d& pela inibi¢do de enzimas colinesterases,
principalmente a acetil colinesterase, levando a um actiimulo de
acetilcolina nas sinapses nervosas e desencadeando uma série
de efeitos parassimpaticomimeéticos (OPAS, 1996).

Outro fator de risco advém da presenca desses produtos
no Assentamento Zumbi dos Palmares, que é agravado pelo
baixo nivel de escolaridade dos assentados, com o conseqiiente
impacto sobre a habilidade dos assentados em manusea-|os
de forma segura. Neste estudo foi constatada a incapacidade
da maioria dos assentados em entender o significado dos
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rétul os colocados nos vasilhames dos agrotoxicos, incluindo-
se informagdes sobre dosagens apropriadas, toxicidade dos
produtos e a maneira correta de realizar 0 seu uso. Além disso,
cerca de 80% dos assentados declararam nunca ter participado
de cursos ou treinamento para 0 manuseio e utilizagéo de
agrotéxicos, tendo iniciado o uso dos produtos de forma
artesanal a partir do contato com vizinhos e parentes. Como
fator agravante, a maioria dos assentados declarou desconhecer
as leis que controlam 0 manuseio e uso de agrotoxicos, tendo
grande facilidade em adquirir agrotdxicos nas lojas de artefatos
agricolas, sem seguir o que manda a lei que regula a sua
comercializacdo. Num aspecto particularmente importante
para a elevacdo dos riscos para os assentados, a maioria dos
entrevistados acredita que somente o consumo das frutas,
legumes e verduras cultivadas com o auxilio de agrotoxicos
pode causar danos a sallde humana, e por isso cultivam
alimentos sem a utilizagdo dos produtos para consumo proprio.
Entretanto, no que se refere ao uso de equipamentos de
protecdo para 0 manuseio e aplicacdo de agrotoxicos, muitos
agricultores ndo utilizam equipamentos de seguranca bésicos
como luvas, botas e mascara. Finalmente, no quesito auto-
idenficagdo dos sintomas causados em virtude da utilizagdo
dos agrotéxicos, 29% dos assentados afirmaram ter algum
sintoma que pode ser relacionado ao uso de agrotéxicos,
porém, isso pode ser uma subestimativa, porque a maioria
dos sintomas provocados pela exposic¢éo a esses produtos
(por exemplo, dor de cabega, tontura, ndusea) pode ser
atribuida a uma grande variedade de causas.

CONCLUSOES

Os resultados deste trabalho indicam que a adocéo de
agrotoxicos € significativa dentro de uma popul acéo que até
recentemente se caracterizava pelo desenvolvimento de
sistemas agricolas com baixo nivel de aplicacéo de insumos
agricolas. Nossos resultados indicam ainda que os agrotdxicos
estdo sendo utilizados primariamente para diminuir a carga
de trabalho dos assentados no controle de ervas daninhas e
pragas agricolas. Por outro lado, este estudo detectou que
a incorporagao de agrotoxicos nos sistemas agricolas nao
esta sendo acompanhada pel o correto treinamento dos assenta
dos no que se refere a0 manuseio e utilizagdo dos agrotdxicos,
bem como no descarte de vasilhames. Além disso, 0 néo
cumprimento da legislacdo que controla a comercializacéo
desses produtos implica acesso descontrolado aos mesmos.
Essa situacdo implica a possibilidade de risco tanto para a
salide humana quanto para 0 meio ambiente, pois entre os
produtos utilizados encontra-se um nimero significativo de
substancias com alta toxicidade. Em funcéo dos resultados
encontrados fica evidente a necessidade de um processo
educativo entre os assentados acerca dos riscos envolvidos
pela ndo utilizacdo correta dos produtos e de um trabalho
de mapeamento da contaminagdo ambiental nos corpos de
agua proximos as culturas agricolas.
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Tabela 1 — Agrotoxicos encontrados e suas fungoes.
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Tipo de praga

Produto

Cultura aspergida

Espahante adesivo

Fungicida

Herbicida

Inseticida

Inseticida/Acaricida

Regulador de
crescimento

Ervas daninhas

Brocas e fungos

Ervas daninhas

Brocas, lagartas,
formigase
insetos em geral

Lagartas, acaros

Herbitensil

Benlate, Bravic 600, Cercobin,
Folicur, Folidol

Folisuper e Orthocide 500

DMA 806 BR, Gesapax
Glifosato (Roundup), Karmex
Krovar, Padron, Tordon, Velpar

Decis 25 CE, Dipterex, Expurgran,
Lebaycid
Nor-trin, Tamaron BR, Trigard

Hostation

Ethrel

Abacaxi

Abacaxi, abdbora e citricos

Abacaxi, cana-de-agUcar,
citricos e pastagem

Abacaxi, abbbora, aipim,
coco, feijdo, maracuja

Citricos, milho

Abacaxi

Tabela 2 — Classificacéo toxicol6gica humana e ambiental dos produtos utilizados no Assentamento Zumbi dos Palmares.

Produto

Toxicidade humana!

Toxicidade ambiental®

Benlate

Bravic 600

Cercobin
Folicur
Folidol

Folisuper

Herbitensil
Orthocide 500

24D

DMA 806 BR

Gesapax

Glifosato, Roundup

Karmex
Krovar
Padron
Tordon
Velpar

Decis 25 CE

Dipterex
Ethrel

Expurgran

Hostation
Lebaycid

Tamaron BR

Trigard

*

“Sem classificagio definida, 1. quanto maior o nimero na classificagdo, menor o risco
associado.
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RESUMO

A proposta deste trabalho foi, ap6s levantar informacGes sobre o uso de agrotoxicos por produtores rurais, elaborar material
didatico em educacdo ambiental, em linguagem técnica apropriada ao publico-alvo, com o objetivo de prover o produtor
rural de conhecimentos necessérios a melhoria de sua qualidade de vida. Para caracterizar o perfil da comunidade e melhor
entender o posicionamento do pequeno agricultor quanto ao uso e ocupacédo do solo, sistema de producéo e estrutura
fundiéria, foram levantadas informacgdes em érgaos federais, estaduais e municipais. O estudo foi realizado na microbacia
do Codrrego da Capituva, municipio de Macedbnia, SP, cuja caracteristica marcante € a existéncia de pequenas propriedades
rurais (sitios de 1 a 10 ha, representando 36%, e de 10 a 50 ha, 47%) que, basicamente, utilizam mao-de-obra familiar
(69% apenas méao-de-obra familiar e 22% mao-de-obra familiar e diaristas). O perfil de producédo esta 67% baseado na
pecuéria de corte e leite e 16%, em citros. Os agrotoxicos sdo assim usados pel os agricultores: 76% fazem uso de produtos
agrotoxicos; 82% nunca utilizaram equipamentos de protecdo individual na preparacéo das caldas; 83% nunca utilizaram
equipamentos de protecdo para aplicacdes dos produtos; 5% raramente observam o periodo de reentrada nas areas de
aplicacdo dos agrotoxicos; 8% usua mente abastecem o equipamento de pulverizacdo em cursos de dgua; 5%, de alguma
forma, freqlientemente reutilizam as embal agens vazias desses produtos; 54% seguem orientacdo técnica no momento da
compra; 35% buscam orientacdo de outras pessoas; e 11% fazem a seu proprio modo. Nas palestras com produtores rurais
para aplicacdo do material didético, ficou patente que o atual modelo econdmico justifica 0 uso de agrotoxicos pela
necessidade de uma agricultura produtiva, capaz de atender a demanda mundial por alimentos e garantir sua propria
sobrevivéncia econdmica. O agricultor acredita, também, que o0 agrotoxico prejudica apenas a salde de quem ndo esta
acostumado.

Palavras-chave: educagcdo ambiental, agrotoxicos, produtor rural.

ABSTRACT

How rural producers use pesticides

The objective of this work was elaborate instructive material in environmental education for rural producers, in appro-
priate technical language to the public-objective. To characterize the community’s profile and best to understand the small
farmer’s positioning as for the use and occupation of the soil and production system were lifted up information in pub-
lic organs. The study was accomplished in the Capituva watershed, Maced6nia/SP, Brazil. The watershed’s characteris-
tic is the existence of small rural properties (1 to 10 ha, representing 36% and 10 to 50 ha, 47%) that, basically, use family
labor (69% just family labor and 22% family labor and diarists). The production is 67% base on the cut livestock and
milk, and 16% in citros. The pesticides are used like: 76% make use pesticides products; 82% never used equipments
for individual protection in the preparation of the syrups; 83% never used protection equipments for applications of the
products; 5% rarely observe the period of having rendered in the areas; 8% usually supply the pulverization equipment
in courses of water; 5%, in some way, frequently reuse the empty packing of those products; 54% follow technical ori-

*Corresponding author: Llcia Marina Scatena, e-mail: Imscatena@uol.com.br.
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entation to buy; 35% look for other people’s orientation; and 11% make in their own way. In the lectures with rural
producers was patent that the economical model justifies the use of pesticides, capable to assist to the work demand
for foods and to guantee own economical survival. The farmer believes, also, that the pesticide just harms the health

of who is not familiar with.

Key words: environmental education, rural producers, pesticides.

INTRODUCAO

O elevado uso de agrotéxicos, sem os cuidados
necessarios, tem contribuido para a degradacéo ambiental e
0 aumento das intoxicagBes ocupacionais.

Os agrotoxicos comecaram a ser usados em escala
mundial apés a Segunda Guerra Mundial. Os paises que
tinham a agricultura como principal base de sustentacéo
econdmica— Africa, Asiae América Latina— sofreram fortes
pressdes de organismos financiadores internacionais para
adquirir essas substancias quimicas. A alegacdo era de que
0s agrotoxicos garantiriam a producdo de alimentos para
combater a fome. Com o inofensivo nome de “defensivos
agricolas” foram incluidos, compulsoriamente, junto com
adubos e fertilizantes quimicos. Sua utilizagdo na agricultura
nacional em larga escala ocorreu a partir da década de 1970.

Hoje, segundo Ambrosano (1999), o problema dafome
no mundo ndo se trata de uma questao tecnol dgica; resulta,
sobretudo, da ma distribuicdo de recursos e conhecimento.

Atualmente, o uso descontrolado, a ndo utilizacdo de
equipamentos de protecdo e o pouco conhecimento dos riscos
s80 alguns dos responsavel s pelaintoxicacdo dos trabalhadores
rurais. De acordo com a Organizacdo Mundia de Salde (OMS),
as intoxicagOes agudas por agrotéxicos sao da ordem de 3
milhdes anuais, com 2,1 milhdes de casos somente nos paises
em desenvolvimento.

O Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE),
em agosto de 2004, divulgou o relatério de indicadores de
Desenvolvimento Sustentavel, no qual revela que o uso de
agrotéxico no Brasil aumentou de 2,3 kg/ha para 2,8 kg/ha,
uma elevacdo de 22%. O Brasil esta entre os mai ores usuarios
do produto, perdendo apenas para a Holanda, Bélgica, Itdlia,
Grécia, Alemanha, Franca e Reino Unido, segundo dados do
Sindicato Nacional das Industrias de Defensivos Agricolas
(Sindag).

No Brasil, estima-se que morrem 5.000 trabal hadores/
ano vitimas de agrotoxicos. Grande parte dessas mortes poderia
ser evitada se houvesse uso de equipamentos de protecéo
individual — EPI (luvas, méscara, 6cul os de protecdo, aventa,
outras vestimentas de protecéo, botas e chapéu) por parte dos
agricultores que manuseiam o produto.

A propostadeste trabalho foi, apés levantar informagdes
sobre o0 uso de agrotéxicos por produtores rurais, elaborar
material didatico em educagdo ambiental, em linguagem técnica
apropriada ao publico-alvo, com objetivo de prover o produtor
rural de conhecimentos necessarios a melhoria de sua qualidade
de vida.

MATERIAL E METODOS

Para caracterizar o perfil da comunidade e melhor
entender o posicionamento do pegqueno agricultor quanto ao
uso e ocupacdo do solo, sistema de producéo — incluindo o
uso de agrotoxicos — e estrutura fundiaria, foram levantadas
informacBes em érgaos federais, estaduais e municipais. O
estudo foi realizado na microbacia do Cérrego da Capituva,
municipio de Macedbnia, SP, cuja caracteristica marcante é
a existéncia de pequenas propriedades rurais (sitiosde 1 a 10
ha, representando 36%, e de 10 a50 ha, 47%) que, basicamente,
utilizam mao-de-obra familiar (69% apenas méao-de-obra
familiar e 22% mao-de-obrafamiliar e diaristas) (CATI, 1997).

Para conscientizar o produtor rural da importancia do
uso correto dos agrotdxicos e 0s riscos para a salide do homem
e do meio ambiente, foi proposto um ciclo de palestras que
abordaram os seguintes temas:

Para que servem os agrotéxicos,

Classe toxicologica;

Como manipular, misturar e aplicar;

Transporte, armazenamento e descarte de embal agens,
Consequiéncias do uso de agrotéxicos para a salde
do homem e do meio ambiente; e

e Cultivo sem agrotéxicos.

RESULTADOSE DISCUSSAO

O perfil de producéo esté 67% baseado na pecué&ria de
corte e leite e 16% em citros. Os agrotdxicos sdo assm usados
pelos agricultores. 76% fazem uso de produtos agrotoxicos; 82%
nunca utilizaram equipamentos de protecdo individual na
preparagdo das caldas; 83% nunca utilizaram equipamentos de
protecéo para aplicagdes dos produtos; 5% raramente observam
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0 periodo de reentrada nas areas de aplicacdo dos agrotdxicos;
8% usua mente abastecem o eguipamento de pulverizacgo em
cursos de &gua; 5%, de alguma forma, freqlientemente reutilizam
as emba agens vazias desses produtos; 54% seguem orientagéo
técnicano momento da.compra; 35% buscam orientagdo de outras
pessoas; e 11% fazem a seu proprio modo.

Os vaores obtidos confirmam o descaso e o despreparo
do produtor rural em relagao ao uso de equipamentos de
protecdo durante o preparo e aplicacdo dos defensivos agricol as.
E também corroboram o grande uso desses produtos, na
microbacia de estudo, com dados que coincidem com as
estatisticas nacionais. Durante as pal estras péde-se perceber
gue alguns produtores acreditam ser desnecessario 0 uso de
EPIs. Acreditam, também, que o agrotoxico prejudica apenas
a saude de quem néo esta acostumado. “Depois de aplicar
€0 tomar leite” “ Alguns acham queisto é coisa para homem,
mulher ndo aglienta.” “ E a maioria acredita que plantar sem
agrotéxico é certeza de perda total da lavoura.”

Para alguns produtores, aleitura do rétulo dos produtos
e dareceita fornecida pelo técnico é desnecessaria devido ao
fato de eles ja conhecerem o produto ha bastante tempo.

De acordo com Peres et al. (2001), em entrevistas com
trabalhadores rurais, verificaram que para eles ndo existem
alternativas ao uso de agrotoxicos na lavoura (“ se ndo usar,
nado colhe”), afirmacéo determinista controlada pelaindistria
guimica por seus diversos meios de comunicagao.

Ainda, segundo 0 mesmo autor, nos discursos de
profissionais que atuam no campo, foi observada a reproducéo
dos mandamentos do capital industria internacional, como forma
dejustificar (ou legitimar) as préticas de uso de agrotoxicos.
Alguns pontos que foram observados no contelido dos discursos:

o legitimacdo de préticas agricolas “intensivas’ (leiam-
se quimicas, cientificas) pela demanda de alimentos
de uma populagdo que cresce “incessantemente”;

¢ necessidade de uma agricultura que ndo interfirano
ambiente. O discurso é paradoxal, pois pressupde que
preservar o ambiente é tdo-somente proteger as
florestas, evitar que elas virem areas disponiveis a
agricultura e esguecer o impacto ambiental causado
pelos préprios agrotoxicos, cujo uso esse discurso
estimula. Nesse sentido, ndo parece verossimil o
interesse ambiental dessas indUstrias; talvez sgjauma
forma de sustentar a prépriaimagem, apoiando-se no
grande interesse da populacéo mundia pelas questdes
ambientais nas duas Ultimas décadas,

o responsabilidade imputada a populagéo, de modo gerad,
de garantir o alimento para as geracdes futuras.

Segundo Romeiro (1998), o atual padrao tecnoldgico
resulta da convergéncia de diversas trajetérias tecnol 6gicas
e envolve diferentes setores industriais. Essas trajetérias
evoluiram em resposta a um quadro complexo de incentivos
e restrigdes, em um processo constante de ajustes que Ihes
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conferem importantes ganhos de eficiéncia: economias de
escala, de localizagdo, de aprendizado na producéo e no uso
de novas tecnologias, etc. As novas demandas de uma
agricultura equilibrada ecol ogi camente teriam, portanto, forte
impacto no complexo agroindustrial a montante caso se
generalizasse a substitui¢cdo de fertilizantes quimicos de ata
solubilidade por fertilizantes organicos e por fertilizantes
guimicos de baixa solubilidade (fosfatos naturais, nitrogénio
atmosférico fixado por bactérias, etc.); areducdo do consumo
de defensivos quimicos e/ou substituicéo por defensivos
biol 6gicos e outras dternativas; e amudancaradical nostipos
de equipamentos para o trabalho de solo, nas regides tropicais,
com a substituicdo da aracéo pelo plantio direto.

Porém, uma transic¢éo desse tipo tem custos, os quais
ndo podem simplesmente recair sobre os produtores. E
importante ressaltar que boa parte dos impactos ambientais
provocados pelas atuais préticas agricolas ndo atinge diretamente
0s custos de produgdo, seja porque seus efeitos sdo de longo
prazo (como, por exemplo, os efeitos cumulativos da
contaminacéo quimica dos solos), seja porque estes séo
mascarados por outros fatores (por exemplo, os efeitos sobre
a salide humana da contaminago dos alimentos por residuos
de praguicidas). O Estado, por meio da politica agricola, tem
condicdes de comecar ainduzir essas mudancas, propiciando
incentivos econdmicos, reorientando os servicos de pesquisa
e extensdo rural, etc. Esses custos teriam, obviamente, de ser
aceitos pela sociedade. O problema se situa justamente no fato
de a opinido publica ndo ter, ainda, clara consciéncia da
necessidade e da viabilidade dessa mudanca.

Branco (2002) sugere uma“mudanca’ moral da sociedade
devido a necessidade de uma tomada de consciéncia por parte
desta, que pode ocorrer por meio de um processo de
conhecimento intelectual progressivo que ofereca, “ aos
membros da sociedade atual, dados sobre a situagéo e as
projegdes sobre a degradagéo do ambiente, refletindo a Situagéo
real, e uma abordagem tedrico-conceitual sobre as causas, as
necessi dades de mudancas no comportamento socia em funcéo
desse problema e a natureza das solugdes preventivas e
corretivas cabiveis. Umavez que parte da sociedade adquira
a convicgdo da necessidade dessas abordagens, ela passara
a exercer pressdo sobre os 6rgéos oficiais e as forgas vivas
da sociedade, no sentido de que sejam providenciadas as
medidas legais, bem como sua divulgacéo nos principais meios
causadores dos impactos ambientais”.

Essas novas convicgdes tém de ser incutidas por meio
de um processo de divulgacdo naforma de Educacdo Ambiental
para, somente entdo, serem naturalmente admitidas como
preceitos fundamentais ao seu comportamento social.

Desse modo, acreditamos ter contribuido para alertar e
informar o produtor rural dos cuidados necessarios com o uso
de agrotoxicos e difundir a existéncia de novas tecnologias
gue utilizam menores quantidades de agrotdxicos. Ainda,
estimular o produtor rural a buscar, em 6rgédos oficiais,
responsavels pela extensdo rura, informagdes sobre agrotdxicos.
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RESUMO

Os efluentes da cidade do Rio de Janeiro sdo langados normal mente sem tratamento no ambiente costeiro. A Baia de Guanabara
€ aprincipal receptora dos rejeitos que atingem e poluem as praias interiores da zona metropolitana da cidade. Os moluscos
bivalves tém grande capacidade de concentrar certos poluentes em seus organismos, a partir de solugdes muito diluidas, sem
aocorréncia de efeitos adversos visivels. O mexilh&o € um bioacumulador de metais, considerado como indicador de poluicao
do ambiente em que vive. Natural da regido, a espécie Perna perna, por ser acessivel e resistente, € utilizada na dieta da
populacdo de baixa renda e de rua. O chumbo € um contaminante comum no ambiente devido as inimeras atividades industriais.
E considerado toxico para homens e animais e sem nenhuma funcao fisiol 6gica no organismo. Seus efeitos nocivos afetam
praticamente todos os 6rgaos e sistemas do organismo. Neste trabalho determinou-se por espectrometria de absorgéo atdbmica
eletrotérmica a concentracéo de chumbo em mexilhdes Perna perna coletados nas praias do Flamengo, Vermelha e Vidigal,
localizadas na regi&o metropolitana da cidade do Rio de Janeiro. A concentragdo média de chumbo encontrada (2,0 £ 0,93
mg.kg?) é quase dez vezes superior aquela do mexilhdo ndo exposto, analisado como grupo controle e proveniente de Penha
(SC). Este valor encontra-se no limite maximo permitido pela Legislacéo Brasileira para consumo de pescado (2,0 mg.kg™),
representando um risco a populagdo, principalmente se o seu uso na dieta se der de forma continuada.

Palavras-chave: mexilhdo Perna perna, chumbo, bioacumulaggo, riscos da exposi¢éo, espectrometria de absorgdo atémica
eletrotérmica

ABSTRACT

Assessment of the lead content in Perna perna musselsin the Metropolitan Region of the Rio de Janeiro City

Guanabara Bay is the most important estuarine system in Rio de Janeiro City and receives the most untreated effluents
of the city. As a consequence of thisimpact the beaches in the metropolitan zone are heavily polluted. Bivalves mollusks
are able to store awide variety of pollutants from very diluted solutions without visible damage. The Perna perna mussel
is a bivalve organism that accumulates metal and thus it is considered an environmental pollution indicator. Native from
the region, this speciesis consumed in the diet by poor people since it is easily available. Lead is one of the most com-
mon pollutants in the environment. It is considered toxic to human beings and animals and without any physiological known
function in the organism. Lead toxic effects can affect almost all organs and systems of the body. In this work electro-
thermal atomic absorption spectrometry was used to determine lead concentration in Perna perna mussels collected at
Flamengo, Vermelha and Vidigal beaches located in the metropolitan region of the Rio de Janeiro City. The mean lead
concentration found was (2.0 = 0.93 mg.kg™) almost 10 times greater than that found for non exposed mussel, used as
the control group from Penha (SC). This value isthe upper limit allowed by the Brazilian legislation (2.0 mg.kg™), meaning
arisk to those people with arich diet in mussels.

Key words: Perna perna mussel, lead, bioaccumulation, exposure risks, electrothermal atomic absorption spectrometry.
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INTRODUCAO

Os estuarios e as regides costeiras sdo muito utilizados
para a disposicdo de efluentes urbanos e industriais, acarretando
a contaminacdo das aguas e da vida marinha por diversos
poluentes. Pode-se verificar, mundialmente, aumento nos niveis
desses contaminantes, e essa constatacéo tem levado aformu-
lac8o de estratégias para diminuir o impacto causado nesses
ecossistemas que sustentam a maior parte da biodiversidade
marinha, os principais recursos pesqueiros e as reservas
energéticas mundiais. Do ponto de vista da salide, o grau de
contaminac8o desses ecossistemas pode colocar em risco a
salide das popul agdes ribeirinhas que utilizam essas &guas tanto
para a pesca quanto para o lazer.

Situada no Estado do Rio de Janeiro, a Baia de Guanabara
€ a segunda maior baia brasileiraem extensdo, com uma area
superficial de cercade 377 kn??, perimetro de 131 km e volume
total de agua de 2,2 milhdes de m®, apresentando ocupacéo
desordenada de seu entorno, que tem comprometido gravemente
0 seu ecossistema. A populagdo situada em suas margens
concentra-se principalmente nas cidades do Rio de Janeiro
e Niterdi, com cerca de 11 milhdes de habitantes localizados
na sua area metropolitana (J CA, 1994; FEEMA, 1998).

A contribuicdo de esgotos e efluentes industriais, suas
principais fontes de poluicéo, € enorme, e o grau de tratamento
¢ extremamente deficiente. As suas margens esta situado o
2° maior parque industrial do Pais, que contribui diariamente
com oleo, fendis, metais pesados e outros poluentes toxicos,
além do chorume proveniente de varios vazadouros de lixo
(FEEMA, 1991; Amador, 1997).

Apesar da diminuicdo de sua lamina d’ &gua, o que
evidencia a agdo antrépica, a Baia de Guanabara apresenta
circulagdo efetiva devido as fortes correntes que sao
determinadas pelo regime de marés e que promovem a
renovacao rapida de suas &guas pela entrada de agua oceanica
(Amador, 1997). Isso possibilita que a vida marinha ainda
resista, principal mente nas éreas mais proximas a sua barra.
A atividade pesqueira e marisgqueira, em especial a extragcéo
do mexilhdo da espécie Perna perna, € exercida tanto para
comercializagdo como para consumo pela populaco ribeirinha,
principalmente desempregados e aposentados com baixa
remuneracdo, e pela populacdo de rua.

O mexilh&o é um alimento muito nutritivo devido aos
seus altos teores protéico e vitaminico. Sua fonte protéica é
de excelente qualidade nutritiva, superando ade muitas espécies
marinhas, 0 que o torna excelente aternativa alimentar. Portanto,
0 aproveitamento desses moluscos como fonte alternativa de
alimento torna-se uma atividade importante, tendo em vista
a caréncia de proteina animal na alimentacdo da populagao
mais pobre em qualquer grande cidade do mundo.

Os mexilhdes sdo organismos filtradores e sua capacidade
de bioacumulacdo de metais pesados entre outras substancias
€ bem conhecida e descrita naliteratura (Ravera & Riccardi,
1997). Além disso, por serem bentdnicos e resistentes a
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variagdes nos fatores abidticos, como temperatura e salinidade,
podem ser usados como indicador bioldgico de poluicéo e de
transferéncia da mesma ao longo da cadeia tréfica, em dada
regido. Varios programas mundiais utilizam bivalves nativos
para monitorar &reas impactadas e também para avaliar agdes
de melhorias ambientais, como é o caso do Programa Mussel
Watch (Farrington et al., 1983; O’ Connor, 1998).

A espécie Perna perna, conhecida vulgarmente como
mexilhao, foi escolhida para este estudo por ser nativadaregio,
visto que sua ocorréncia estende-se do Espirito Santo ao sul
do Rio Grande do Sul, ser resistente, de fécil acesso e, portanto,
consumida pela populagéo. Sua principa fonte de alimentacéo
compreende os detritos organicos e o nanopl ancton trazidos
pela agua, sendo capazes de bombear entre 0,5 e 4 litros de
agua por hora, 0 que variacom o tamanho do exemplar e as
condicBes ambientais. A escolha do chumbo deve-se ao fato
de esse metal ser um contaminante comum no ambiente,
considerado toxico para homens e animais e sem nenhuma
funcéo fisiolégica no organismo. As inUmeras atividades
industriais favorecem sua ampla distribui¢ao, inclusive em
plantas e animais que servem de alimento as pessoas. Seus
efeitos nocivos afetam praticamente todos os 6rgaos e sistemas
do organismo.

O objetivo deste trabalho é avaliar os riscos da exposicéo
ao chumbo associados a utilizacgo de mexilhdes Perna perna
pela populagdo em geral, por meio da determinacdo da
concentragdo do metal no tecido mole por espectrometria de
absor¢éo atdmica eletrotérmica.

MATERIAL E METODOS

I nstrumental

o forno de microondas Ol Analytical;

o espectrémetro de absor¢do atbmica 5100 com correcéo
de fundo com efeito Zeeman (Perkin Elmer);

e HGA 600 e AS 60 (Perkin Elmer);

o l&mpada de catodo oco de Pb (I = 283,3 nm, 10 mA)
(Perkin Elmer);

¢ tubos de grafite recobertos piroliticamente com
plataformas de grafite pirolitico (Perkin Elmer).

Reagentes
o grau analitico; agua Milli-Q (Millipore);
¢ solugdo estoque de 1000 ug.ml— Pb (Merck);
HNO, 65% (Merck);
H.,0, 35% (Merck);
Pd(NO,), 10 g.L* (Merck);
Mg(NO,), 10 g.L* (Merck).

Amostragem

Os mexilhdes foram coletados no periodo de um ano em
duas amostragens realizadas na regido metropolitana da cidade
do Rio de Janeiro, em locais de fécil acesso e normalmente
utilizados pela populagéo carente. Os pontos amostrados foram
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Praiado Flamengo (PF) e PraiaVermelha (PV), ambas situadas
na zona leste da cidade, e Praiado Vidigal (PV), situada na
regido costeira entre os bairros do Leblon e Sdo Conrado, zona
sul da cidade. Para fins de comparagédo foram analisados
também mexilh&es provenientes de Fazenda Marinha (Penha,
SC) e aqui denominados de grupo controle (GC). Apbés acoleta
0s mexilhdes foram acondicionados em sacos plésticos e
guardados em isopor com gelo durante o transporte até o
laboratorio.

Preparo das amostras de mexilhao

No laboratério, o tecido mole dos mexilhBes foi separado
da carapaca utilizando-se um bisturi de aco inoxidavel. Para
cada ponto de coleta o tecido mole de 20 mexilhdes adultos
com carapagas entre 4-8 cm foi homogeneizado para formar
uma amostra composta. Essas amostras foram entdo liofilizadas
por 24 horas, maceradas e guardadas em recipientes
descontaminados para posterior andlise.

Dissolucéo das amostras em forno de microondas

Massas em torno de 200 mg foram pesadas para abertura
no microondas. Amostras e brancos foram digeridos en HNO,
65% e H,O, 35%, submetidos a0 mesmo programa por 20
min e, em seguida, levados a um volume final de 25 ml. A
Tabela 1 apresenta o Programa do Microondas utilizado neste
trabal ho.

J. Braz. Soc. Ecotoxicol., v. 1, n. 2,2006 197

Determinagao de Pb por espectrometria de absorgéo atdbmica
eletrotérmica

As amostras foram dispensadas sem diluicgo diretamente
na plataforma (10 pL), seguido da adi¢do do mesmo volume
de modificador quimico Pd/Mg. A Tabela 2 apresenta o Programa
de Temperatura usado para a determinacéo de chumbo nas
amostras de mexilh&o. Paraminimizar o efeito de matriz devido
a complexidade das amostras, estas foram andlisadas utilizando-
se curvas anditicas feitas com a prépriamatriz, que gpresentaram
coeficientes de correlagdo variando de 0,9988 a 0,9998. A
exaidao do método usado foi avaliada submetendo-se aamostra
de referéncia de mexilhdo NIST 15663, [Pb] = 0,371 + 0,014
mg.kg aos mesmos procedimentos das amostras reais.

RESULTADOSE DISCUSSAO

Os resultados obtidos para a concentragdo de chumbo
s30 apresentados na Tabela 3. O método utilizado neste traba ho
para a determinacdo de chumbo mostrou-se exato, como se
pode observar pel os resultados concordantes entre o valor de
referéncia e o obtido experimentalmente. Esse resultado também
demonstra que a abertura no microondas foi eficiente e que
n&o houve perda significativa do analito.

A rapidez de andlise foi assegurada pelo uso de amostras
compostas, pela abertura em microondas e pela utilizago de
curva de calibragdo em vez de adigdo-padrdo.

Tabela 1 — Programa do microondas.

Etapa Poténcia (W) Tempo (min)
1 250 4
2 800 6
3 450 7
4 800 6
5 450 7

Tabela 2 — Programa de temperatura para Pb.

Etapa Temperatura (°C) Rampa () “Hold” (9) F(lr:;«r)n ?:_N)z
v % 1 10 300
2 120 20 20 300
3 1100 10 20 300
: 20 1 10 300
5> 1900 0 5 0
6 2600 1 3 300
! 20 1 5 300

* Amostra/modificador. **Leitura.
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Tabela 3 — Resultados obtidos para a concentragcdo de Ph.

Amostras

Conc. Pb (mg.kg™)

Praia do Flamengo
PraiaVermelha
Praia do Vidigal
Grupo controle (GC)
NIST 1566a

1,1+£031

2511

2,1+0,40
0,26+ 0,14
0,359+ 0,23

A concentracdo média de chumbo encontrada (2,0 + 0,93
mg.kg™) é quase dez vezes superior aquela do mexilhdo néo
exposto (GC). Este valor encontra-se no limite maximo
permitido pela Legislacdo Brasileira para consumo de pescado
(2,0 mg.kg™?), representando um risco a populagéo,
principalmente se 0 seu uso nadieta se der de forma continuada
(Ministério da Salude, 1990).

CONCLUSOES

Os resultados apresentados neste trabalho apontam para
a necessidade de monitoramento das populagdes sob risco e
do ambiente, a fim de que se possa dar subsidios para a
implantag&o de programas de controle da polui¢éo ambiental,
contribuindo assim para a melhoria da qualidade de vida da

popul acéo.
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