Toxicidade e genotoxicidade de agua intersticial proveniente
de sedimento na Unidade de Gerenciamento de Recursos

Hidricos do Alto Tiete (UGRHI 6)

Relatorio final

NELOPAULS

Secretaria do Meio Ambiente

<«

CETESB



COMPANHIA AMBIENTAL DO ESTADO DE SAO PAULO

«

CETESB

Empreendimento 2011-AT-584

Toxicidade e genotoxicidade de agua intersticial proveniente de sedimento na

Unidade de Gerenciamento de Recursos Hidricos do Alto Tieté (UGRHI 6)

Tomador: CETESB — Companhia Ambiental do Estado de Sao Paulo
Contrato n° 138/2012

Coordenador técnico: Rubia Kuno

Relatorio final

Sdo Paulo

Julho de 2017

CETESB - Companhia Ambiental do Estado de Sao Paulo — Sede: Av. Prof. Frederico Hermann Jr., 345 — CEP 05459-900 — S&o Paulo — SP- Tel.: (0xx11) 3133- 3000,
Fax: (0xx11) 3133 — 3402 — Telex.: 1183053 - C.N.P.J. n° 43.776.491/0001 — 70 — Insc. Est. n® 109.091.375-118 — Insc. Munic. n® 8.030.313-7 - Site.: www.cetesb.sp.gov.br



COMPANHIA AMBIENTAL DO ESTADO DE SAO PAULO

«

CETESB

Diretor Presidente

Carlos Roberto dos Santos

Diretor de Gestao Corporativa

Carlos Roberto dos Santos

Diretor de Controle de Poluigcdo Ambiental

Geraldo do Amaral Filho

Diretora de Avaliacdo de Impacto Ambiental

Ana Cristina Pasini da Costa

Diretor de Engenharia e Qualidade Ambiental
Eduardo Luis Serpa

Gerente do Departamento de Analises Ambientais

Maria Inés Zanoli Sato

CETESB - Companhia Ambiental do Estado de Sao Paulo — Sede: Av. Prof. Frederico Hermann Jr., 345 — CEP 05459-900 — S&o Paulo — SP- Tel.: (0xx11) 3133- 3000,
Fax: (0xx11) 3133 — 3402 — Telex.: 1183053 - C.N.P.J. n° 43.776.491/0001 — 70 — Insc. Est. n® 109.091.375-118 — Insc. Munic. n® 8.030.313-7 - Site.: www.cetesb.sp.gov.br



COMPANHIA AMBIENTAL DO ESTADO DE SAO PAULO

«

CETESB

Equipe técnica responsavel pela elaboragao do relatdrio

Divisao de Toxicologia Humana e Saide Ambiental

Rubia Kuno

Setor de Analises Toxicologicas

Walace Anderson A. Soares

Setor de Toxicologia e Genotoxicidade
Deborah Arnsdorff Roubicek

Celia Maria Rech

Celso Fumio Suzuki

Cynthia Muniz Soares

Flavia Mazzini Bertoni

Simone Harue Kimura Takeda

Setor de Quimica Inorganica
Francisco Jorge Ferreira
Juliana de Freitas

Uyara Cayenne Silva

Setor de Quimica Organica
Neusa Akemi Niwa
José Reinaldo Leite Barros

Carlos Alberto Marques de Souza

CETESB - Companhia Ambiental do Estado de Sao Paulo — Sede: Av. Prof. Frederico Hermann Jr., 345 — CEP 05459-900 — S&o Paulo — SP- Tel.: (0xx11) 3133- 3000,
Fax: (0xx11) 3133 — 3402 — Telex.: 1183053 - C.N.P.J. n° 43.776.491/0001 — 70 — Insc. Est. n® 109.091.375-118 — Insc. Munic. n® 8.030.313-7 - Site.: www.cetesb.sp.gov.br



COMPANHIA AMBIENTAL DO ESTADO DE SAO PAULO

«

CETESB
SUMARIO

1 TITULO oottt 4
2 INTRODUGAO ..ottt 4
3 OBJIETIVO ettt sttt ettt ettt b 6
4 MATERIAL E METODOS ..o 6
4.1 PONLOS d@ COLETA ...ttt ettt a ettt eee e 6
4.2 Coleta das amostras de sedimento e obteng@o da dgua intersticial ...........cccocevvevrercnecnnn. 8
4.3 Teste de toxicidade aguda com Vibrio fiSCRETT .........cccvuveeceeeienieieeieeiiieeieee e 10
4.3.1 Principio O TESTE ..oovviiviiieiieiieieeti ettt ettt ettt ettt ettt et et eere e esraenbesreesaenne e 10
4.3.2 Testes de toxicidade aguda com Vibrio fischeri na dgua intersticial .............cocevvvvviennnne. 11
4.4 Ensaios de genotoXicidade .........c..cccoeiiiiiiiiiiiiieiinceneee e 13
4.4.1 Salmonella/microssoma (Teste de AMES) ....c.coeeeerieiiirieiiiee e 13
4.4.2 Salmonella/microssoma (Teste de Ames) — principios do método ..........cccevvvevenierencnnen. 14
4.4.3 Salmonella/microssoma — variagdes do MELOAO ........cccveevvieviieiiieiieiieieeeecee e 15
4.4.3.1 Ensaio em microssuspensao — teste de Kado .........cccoveriiiiiiinieiiniiee e 15
4.4.3.2  MELOAO DITELO ..c.eiuiiiiiiiiiitiiciteeet ettt sttt ettt 16
4.43.3 Mcétodo segundo a Norma ISO 16240:2005 .....occveriiiiieiiieniieiie ettt 17
4.4.3.4  Teste de Ames — Kit MPET™ et 17
4.5 ANALISES QUITMICAS .vvieuviieiiieeiieeiieeteettentteeeteesteebtesteeeebeeesteesaeenteesseenssesnseensaeenseenssesnseenseenn 19
4.6 ANALISES EStAtISTICAS ..eeutieuiietieieiiieie ittt ettt ettt ettt et e et e e e et e e s ae s et e eneeneeeneeneas 20
5 RESULTADOS E DISCUSSAOQ ... 21
5.1 Testes de toxicidade aguda com Vibrio fiSCREri ............ccoccouecvevevivicciniiinininenicieeceee 21
5.2 Ensaios de genotoXiCidade .......c.coceviiiieiiiiieiiiiiesie ettt e 24
5.3 ANALISES QUIMICAS ..veeviieiieiieiesiietieitesteette e eseeeeesteaeeseesseesaessesseesssessesseesseeseensenseensenseensennns 24
6 CONCLUSOES E RECOMENDAGCOES ...ttt 28
7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ... 29

ANEXO I — Equipamentos adquiridos 10 Projeto ........c..ccceieriiiieiineieeiieienceee e 32

CETESB - Companhia Ambiental do Estado de Sao Paulo — Sede: Av. Prof. Frederico Hermann Jr., 345 — CEP 05459-900 — S&o Paulo — SP- Tel.: (0xx11) 3133- 3000,
Fax: (0xx11) 3133 — 3402 — Telex.: 1183053 - C.N.P.J. n° 43.776.491/0001 — 70 — Insc. Est. n® 109.091.375-118 — Insc. Munic. n® 8.030.313-7 - Site.: www.cetesb.sp.gov.br



COMPANHIA AMBIENTAL DO ESTADO DE SAO PAULO

«

CETESB

PROJETO FEHIDRO
Cdodigo do empreendimento: 2011-AT-584

Numero do contrato: 138/2012
Tomador: CETESB

1 TITULO

Toxicidade e genotoxicidade de 4gua intersticial proveniente de sedimento na Unidade de

Gerenciamento de Recursos Hidricos do Alto Tiet¢ (UGRHI 6)

2 INTRODUCAO

A extensa ocupagdo urbana gera riscos extremamente altos de poluicao e contaminagdo de
todos os mananciais localizados na Bacia do Alto Tieté. Segundo o Relatério de Qualidade das
Aguas Superficiais da Cetesb de 2009, as UGRHISs 5 — Piracicaba/Capivari/Jundiai e 6 — Alto Tieté
foram as Ginicas que apresentaram corpos d’agua com Indice de Qualidade das Aguas (IQA) na
categoria Péssima, com 4% e 13%, respectivamente. Além disso, apresentaram, juntamente com a
UGRHI 15 — Turvo/Grande, elevadas porcentagens de corpos d’dgua na categoria Ruim. Ressalta-
se que as UGRHIs 5 e 6 sdo intensamente industrializadas e possuem elevada densidade
populacional; a area urbanizada na UGRHI 6 ocupa 37% da area da bacia. No mesmo relatorio é
apontado que o ponto BILL02100 do Reservatorio Billings, localizado no corpo central em frente
ao brago do Bororé, obteve péssima qualidade quimica do sedimento, acompanhado de toxicidade
com Vibrio fischeri e avaliagdo ruim da comunidade bentonica. Destacam-se neste reservatorio as
concentracdes de Cd, Pb, Cr, Ni e DDE, acima de PEL (limites em que ha alta probabilidade de
ocorréncia de efeitos adversos a biota aquatica) e Cu, Hg e PCBs acima de TEL (limites em que ha
baixa probabilidade de ocorréncia de efeitos adversos a biota aquatica). Com base na distribuicao
da toxicidade aguda com Vibrio fischeri nas UGRHIs do Estado de Sao Paulo, observa-se
predominancia das amostras classificadas como muito toxicas nas UGRHIs industriais, vocagao da
UGHRI 6, e de amostras ndo toxicas nas demais UGRHIs (Agropecuaria, Conservagdo e em
Industrializagdo). Este comportamento ¢ condizente com as determina¢des quimicas realizadas e
com a situacao de degradagao dessas UGRHIs.

Apesar dos dados historicos mostrarem uma melhora na qualidade das 4guas da UGHRI 6,

ainda ¢ preocupante seu estado de contaminagao tanto para abastecimento quanto para a biota. O

4
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sedimento atua como um reservatorio da contaminagdo atual e pretérita, onde os contaminantes
podem permanecer por longo tempo e serem liberados eventualmente, retornando a coluna d’agua,
isto €, o sedimento pode ser também uma fonte continua de poluicao das aguas. Para complementar
o diagnoéstico da coluna d’agua, a CETESB monitora o sedimento desde 2002, e conta com 32
pontos de amostragem no Estado de Sao Paulo, com frequéncia anual.

O sedimento tem sido cada vez mais utilizado em estudos de avaliagdo da qualidade de
ecossistemas aquaticos por retratar condi¢des historicas da influéncia de atividades antropicas sobre
esses ambientes, nem sempre detectaveis pelo uso de varidveis da agua. A presenca de
contaminantes no sedimento potencializa a transferéncia destes para a coluna d’agua. A
mobilizacdo de contaminantes da fase solida para a fase dissolvida pode ocorrer por meio do
revolvimento do sedimento, por exemplo, em virtude do aumento da vazdo e das chuvas ou por
atividades que interfiram no leito do rio como dragagens (seja de desassoreamento ou
aprofundamento da calha), passagem de dutos, constru¢dao de pilares de sustentagdo de pontes,
dentre outras atividades (CETESB, 2015).

A 4agua intersticial estd contida entre os poros do sedimento e ha uma dindmica de
transferéncia de substancias quimicas entre esses meios. Essa troca ¢ feita por difusdo, sendo esta
uma das vias de bioacumula¢do na cadeia alimentar. A analise da dgua intersticial contribui para o
melhor entendimento das variagcdes hidroquimicas na agua subsuperficial. Esses estudos sdo de
grande interesse para determinar a biodisponibilidade de contaminantes. A dgua intersticial pode
ser extraida dos sedimentos por centrifugacdo (MATOSO et al., 2013).

A avaliacdo da toxicidade da 4gua intersticial, bem como sua analise quimica, permite uma
melhor caracterizagdao do sedimento fornecendo informacgdes sobre o real estado de contaminagao
dos mananciais. Essas informacdes poderao direcionar as agdes de controle e remediacao da
contaminagdo dos mananciais no gerenciamento dos recursos hidricos.

A transferéncia de poluentes organicos e inorganicos para os organismos pode originar-se
da agua intersticial. Pelo fato desses poluentes estarem em equilibrio entre as fases aquosa e
adsorvida nas particulas do sedimento, a 4gua intersticial € uma importante ferramenta para avaliar
a toxicidade para estabelecer niveis de contaminagdo de sedimentos. Neste projeto, foram
empregados o teste de toxicidade aguda com Vibrio fischeri (Sistema Microtox) e teste de
genotoxicidade para avaliar a toxicidade da 4gua intersticial, correlacionando-a com analises

quimicas organicas e inorganicas.
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3 OBJETIVO

Validar métodos para extragdo, caracterizacdo quimica, testes de toxicidade e
genotoxicidade de dgua intersticial proveniente de sedimentos, e caracterizar a 4gua intersticial de

sedimentos da UGRHI 6 quanto a toxicidade e genotoxicidade.

4 MATERIAL E METODOS
4.1 Pontos de coleta

A area de estudo compreendeu os pontos de coleta da UGRH 6 (Alto Tieté) que fazem parte
da rede de monitoramento de sedimentos da CETESB e que ainda ndo possuem um historico com
relacdo a matriz agua intersticial (Figura 1). Os pontos sdo localizados nos seguintes corpos
hidricos: Reservatorio Billings (BILL02100), Reservatorio Guarapiranga (GUAR00900),
Reservatorio Rio Grande (RGDEO02900), Reservatorio de Pirapora (TIPI04850), Rio Tieté
(TIET04160) e Rio Pinheiros (PINH04500). No Quadro 1, encontra-se a descricdo dos pontos de

amostragem.
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Figura 1 — Localizacdo dos pontos de coleta de sedimento do projeto na UGRHI 6
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Quadro 1 — Descri¢ao dos pontos de coleta — UGHRI 6. 2012-2013

Ponto Descricao Long. W Lat. S
No meio do corpo central do Reservatdrio Billings, na
BILL2100 ) 4 4 234711
dire¢do do brago do Bororé. 638 49 347

No corpo central do Reservatorio do Guarapiranga, a 2

GUARO00900  km da barragem. Jusante dos bracos dos rios M’Boi —

46 43 35 234122
Mirim, Parelheiros, Embu-Guagu e Itupu.
RGDE02900 No corpo central do Reservatdrio do Rio Grande, a 2 km
da barragem, em frente ao clube do Banespa. 463042 2346 40
Reservatorio de Pirapora, aproximadamente 0,5 km da
TIPI04850 46 59 21 232313
comporta do Reservatorio.
TIET04160* Rio Tieté, a 800 metros a montante da Barragem da
Penha, embaixo da rede elétrica. 4632 08 232945
PINTI4500 Rio Pinheiros, embaixo da Ponte Ari Torres (Avenida dos
Bandeirantes). 46 41 34 233535

* nao foi realizada coleta em 2013 devido a problemas técnicos

4.2 Coleta das amostras de sedimento e obten¢ao da agua intersticial

Foram coletadas 11 amostras de sedimento, no periodo de 2012 e 2013, sendo no primeiro
ano em maio, junho e outubro; e em 2013 nos meses junho, agosto e outubro. A Rede de Sedimentos
da CETESB tem amostragem anual, isto ¢, cada ponto tem apenas uma amostragem no ano. No
Quadro 2, estdo as informagdes relativas as amostras coletadas para o projeto, como data de coleta,
nimero de cadastro da amostra (4gua intersticial e sedimento) no sistema de qualidade laboratorial
da CETESB e o ponto de amostragem. As coletas das amostras de sedimento foram realizadas
conforme o Guia Nacional de Coleta e Preservacdo de Amostras (CETESB, 2011).

As amostras de sedimento foram coletadas na margem deposicional dos rios e na zona
profundal dos reservatérios com pegador tipo van Veen. Foram tomadas amostras em triplicatas,
compostas a partir de volumes iguais de cada réplica, em campo. Nos reservatorios foram
considerados apenas os 6 cm superiores da coluna de sedimento.

No laboratério do Setor de Andlises Toxicoldgicas da CETESB, as amostras de sedimento
foram homogeneizadas, quando foram retirados galhos, folhas ou outro material estranho a

matriz. Apdés a homogeneizagao, a amostra de sedimento foi centrifugada a, no minimo, 2000
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x g durante 30 minutos. Caso fosse necessario, repetia-se a centrifugacdo. Apds a centrifugacao,
era retirada a fase liquida (agua intersticial) e transferida para outro frasco.
A agua intersticial, entdo, era distribuida aos laboratorios para procederem as analises

quimicas, de toxicidade e de genotoxicidade.

Quadro 2 — Numero da amostra coletada para o Projeto, data da coleta, cadastro da amostra no
sistema de qualidade laboratorial da CETESB e ponto de amostragem

Cadastro da Cadastro da
Numero da Data da coleta do Ponto de
amostra de amostra de agua
amostra sedimento amostragem
sedimento intersticial
1 28/05/2012 1220467 1220681 GUARO00900
2 30/05/2012 1220470 1220682 RGDE02900
3 28/06/2012 1220705 1220397 TIP104850
4 18/10/2012 1231422 1231899 BILL02100
5 29/10/2012 1231828 1231900 TIET04160
6 30/10/2012 1231824 1231901 PINH04500
7 17/06/2013 1321307 1324667 GUARO00900
8 17/06/2013 1321308 1324668 BILL02100
9 18/06/2013 1321150 1324669 TIP104850
10 08/08/2013 1325391 1324670 PINH04500
11 23/10/2013 1329545 1324671 RGDE02900
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4.3 Teste de toxicidade aguda com Vibrio fischeri

4.3.1 Principio do teste

O Vibrio fischeri ¢ uma bactéria marinha, Gram negativa e anaerobia facultativa que emite
luz naturalmente, sob condi¢cdes ambientais favoraveis e concentracdes de oxigénio superiores a
0,5mg L.

Este teste ¢ baseado na medida da luminescéncia produzida por uma cultura de
aproximadamente um milhdo de células de Vibrio fischeri. A luminescéncia estd diretamente
associada ao metabolismo bacteriano. Durante seu metabolismo, a bactéria utiliza parte da energia
produzida no ciclo de Krebs para emitir luz verde azulada, de comprimento de onda de 490 nm.
Quando entra em contato com substancias toxicas, capazes de interferir na producdo de energia, as
bactérias diminuem ou cessam a emissao de luz. Quanto mais toxica a amostra, menor a
luminescéncia. Esta diminui¢do na emissdao de luz das bactérias é medida em luminometro de
precisao.

Viérias substancias sdo toxicas para o V. fischeri, dentre elas metais, fenois, benzeno e seus
derivados, hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, praguicidas, antibidticos € compostos clorados.
Apesar do teste utilizar um organismo marinho, apresenta resultados similares a outros testes tanto
para a avaliacdo da toxicidade de dguas doces como de sedimentos. As grandes vantagens sdo a
sensibilidade, simplicidade e rapidez do teste, assim como a necessidade de pequena quantidade de
amostra. Por ser uma bactéria marinha, a necessidade de se ajustar a osmolaridade das amostras
pode ser citada como uma desvantagem do teste, pois a adicao de cloreto de sddio ou sacarose para
este fim pode causar variagdes na toxicidade de alguns compostos e dificultar as comparagdes dos
resultados obtidos com outros organismos de agua doce. Além disso, existem controvérsias e
limitacdes sobre o uso de ensaios com pouca relevancia ecoldgica, como € o caso dos testes com
bactérias, por ndo retratar os impactos causados diretamente a biota, porém o teste de toxicidade
com V. fischeri tem sido empregado com sucesso como ferramenta de controle de contaminagao
ambiental em diferentes partes do mundo.

A avaliacgdo da toxicidade de sedimentos com V. fischeri pode ser realizada utilizando varias
formas de preparo da amostra, como elutriatos, lixiviados, extratos organicos, testes na fase solida,
ou a agua intersticial da amostra. No entanto, existem varias limitacdes e vantagens associadas ao
uso de cada uma dessas formas. Testes com dgua intersticial tém a vantagem de avaliar a toxicidade

desta fracdo do sedimento que, na maioria das vezes, estd em contato direto com os organismos
10
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aquaticos, porém avalia somente os contaminantes que sdo soliveis em agua, além de nao levar em

consideragdo os possiveis efeitos aos organismos que se alimentam do sedimento.

4.3.2 Teste de toxicidade aguda com Vibrio fischeri na agua intersticial

O teste foi realizado seguindo a norma ABNT NBR 15411-3 — Ecotoxicologia aquatica -
Determinacao do efeito inibitorio de amostras aquosas sobre a emissao da bioluminescéncia
de Vibrio fischeri (ensaio de bactéria luminescente) - Parte 3: Método utilizando bactérias
liofilizadas — 2012.

O sistema de teste ¢ baseado na medi¢do da luminescéncia emitida pelas bactérias Vibrio
fischeri antes e apOs exposi¢do a uma amostra por um periodo de 5, 15 ou 30 minutos. A diferenca
de intensidade da luz emitida pelas bactérias quando em contato com a amostra é comparada com
a de um controle, onde a amostra ¢ substituida pelo diluente. Quando entram em contato com
substancias toxicas presentes na amostra, capazes de interferir na producao de energia, as bactérias
diminuem ou cessam a emissdo de luz. O sistema de teste foi executado em aparelhos especificos,
compostos por um lumindémetro de precisdo com unidade integrada de medi¢do e comando e um
termobloco com temperatura controlada, de 15 = 1°C. O teste foi preparado e executado no
termobloco, utilizando cubetas de vidro borossilicato apropriadas para o teste. Todos os
procedimentos de execu¢do do ensaio, tais como a sequéncia de colocagcdo da amostra, tempo de
incubacdo, leituras e célculo dos resultados sdo gerenciados por software especifico. A Figura 2
mostra um modelo de sistema analisador de toxicidade com Vibrio fischeri e uma cubeta de vidro

utilizada nos testes.

Figura 2 — Sistema analisador de toxicidade e cubeta de vidro
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Para a realizagdo do teste, culturas liofilizadas contendo aproximadamente 10% bactérias,
mantidas entre -20 e -25°C, foram reconstituidas com solucdo apropriada. Apds a ressuspensao,
aliquotas contendo aproximadamente 10° células foram distribuidas nas cubetas e realizada a
primeira medida da emissdo de luz da bactéria. Apos esta etapa, foram adicionadas as cubetas
contendo a suspensdo bacteriana, a amostra a ser testada ou diluicdes desta, e o diluente, utilizado
como controle negativo. Apo6s intervalos de tempo de 5 e 15 minutos de contato, foram feitas novas

medidas da quantidade de luz emitida pela bactéria (Figura 3).

1) Diluigao da amostra 2) Leitura Inicial
“ [ —3
a) " i :
uSpensao 3
de V fischeri Cubetas SereB
Diluente i 305 e
100 Concentragio da amostra
/%ﬂ
Vijrhafa |
‘ "l ]
b) ‘ l ' Cubetas Série A | | l '
) ]
Amostra Cubetas SérieA Cubetas Série B

3) Leitura em 5 minutos 4) Leitura em 15 minutes

- .
Cubetas Série B h
Cubetas Série B

0 20 40 60 80 0 20 40 60 80

100 Concentragdo da amostra 100 Concentragao da amostra

100.

~
i

Luminescéncia
Luminescéncia

Figura 3 — Esquema do teste de toxicidade aguda com Vibrio fischeri

Considerou-se uma amostra positiva quando a maior concentracdo testada da amostra
apresentou porcentagem de inibicao da emissdo de luz de 20%. Os resultados foram expressos em
porcentagem de inibi¢do da luminescéncia, CE20 (concentragdo da amostra testada que causa 20%
de diminui¢do na emissdo de luz), ap6s 5 ou 15 minutos de exposi¢do a temperatura de 15°C. Como
validagdo do teste, foi realizado um controle positivo, ou seja, foi testada uma substancia de
toxicidade conhecida para a bactéria. Como controle positivo foram utilizadas as solucdes de

sulfato de zinco heptaidratado (ZnSO4.7H>0), dicromato de potassio (K>Cr2O7) e fenol (CsHsOH).
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4.4 Ensaios de genotoxicidade

Os agentes genotoxicos sdo aqueles que interagem com o DNA produzindo alteragdes em
sua estrutura ou fun¢@o e quando essas alteracdes se fixam de forma capaz de serem transmitidas,
denominam-se mutagdes. As mutagdes sdo a fonte de variabilidade genética de uma populagdo,
sendo, portanto, fundamentais para a manutencao das espécies. Porém, podem causar doengas tanto
nos individuos como nos seus descendentes, dependendo da quantidade, do tipo e local onde
ocorrem e podem também, alterar o equilibrio dos ecossistemas. Nas populag¢des, podem aumentar
a incidéncia de cancer, doencas hereditarias e do coragdo, bem como aumentar a viruléncia de
patogenos.

Os compostos mutagénicos encontram-se distribuidos nos ecossistemas (agua, solo, ar), sao
transferidos e acumulados através das cadeias troficas, podendo causar danos genéticos ou efeitos

genotoxicos nos individuos ou populagdes expostas.

4.4.1 Salmonella/microssoma (Teste de Ames)

Historicamente, a descoberta feita por Auerbach, em 1941, de que o gés mostarda provocava
mutagdes em Drosophila melanogaster, foi a primeira demonstragdo de mutagénese quimica
induzida. Apesar da implicacdo desta descoberta na 4rea da salide humana, a maioria dos
geneticistas entre 1940 e 1950 estavam interessados em usar os mutagenos quimicos como
ferramenta para entender melhor os processos genéticos e celulares.

A preocupacgdo com a exposicdo humana aos mutdgenos quimicos somente se iniciou nos
anos 60, devido ao avanco industrial pos-guerra, que fez com que houvesse a necessidade de se
controlar a enorme quantidade de produtos langados no ambiente. Inicialmente, foi dada maior
atengdo ao efeito das mutagdes nas células germinativas, capazes de causar doengas hereditarias.
Nessa época, varios ensaios de mutagenicidade in vivo foram desenvolvidos. Porém, apesar da
teoria da mutagdo somatica do cancer ter sido formulada muitos anos antes por Boveri em 1914,
ndo havia experimentos que associassem definitivamente mutdgenos quimicos ao processo de
carcinogénese.

Essa teoria foi retomada quando o Dr. Bruce Ames e colaboradores da Universidade de
Berkeley, California (AMES et al, 1973, 1975) desenvolveram um teste in vitro, de curta duracao,
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que combinado a um sistema de metabolizagdo in vitro (fragdo S9) desenvolvido por Malling em
1971, mostrou uma alta correlagdo entre varios mutagenos e carcinégenos conhecidos. Este ensaio

¢ conhecido hoje como Teste de Ames e ¢ considerado um marco na historia da Genética

Toxicologica.

4.4.2 Salmonella/microssoma (Teste de Ames) - principios do método

O teste de Ames, ou ensaio Salmonella/microssoma, segue sendo utilizado rotineiramente
e € o unico validado em larga escala por diversos laboratorios no mundo todo. O teste emprega

linhagens de Salmonella enterica sorotipo Typhimurium (S. Typhimurium) derivadas da linhagem

parental LT2, auxotrdficas para histidina (4is~), especialmente construidas para detectar mutagdes
do tipo deslocamento de quadro de leitura ou substituicao de pares de base no DNA. Essas linhagens
sdo incapazes de crescer em meio de cultura minimo, sem histidina, a menos que ocorram mutagdes
que restaurem a sintese deste aminoacido.

A frequéncia de mutacao reversa ¢ facilmente medida pela contagem do niimero de coldnias
que crescem em meio minimo apos a exposi¢do de uma populagdo de células a um agente
mutagénico. O teste ¢ feito com e sem ativagdo metabdlica, considerando-se que nem todos os
compostos sao mutagénicos per se, alguns necessitam ser biotransformados e os metabolitos ¢ que
tém atividade genotoxica.

As diversas linhagens de S.Typhimurium que foram desenvolvidas pelo Dr. Bruce Ames,
possuem mutagdes para histidina em diferentes genes do operon responsavel pela biossintese de
histidina e apresentam também outras caracteristicas genéticas que lhes conferem maior
sensibilidade e versatilidade na deteccao de diversos tipos de mutagenos, tais como: mutagao rfa,
delecao uvrB e a presenca do plasmidio pKM101. As linhagens mais comumente utilizadas para
avaliacdes da mutagenicidade de amostras ambientais sdo a TA98 e TA100, pois elas sdo capazes
de detectar cerca de 95% dos mutdgenos presentes nestes ambientes.

Além da vasta base de dados existente, que nos permite comparar a contribui¢ao de fontes
especificas para a genotoxicidade de uma dada mistura complexa com dados obtidos no mundo
inteiro, o teste de Sal/monella/microssoma ainda nos da ideia de quais grupamentos quimicos

podem ser responsaveis pelo efeito que se observa, pois, as respostas das diferentes linhagens, na
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presencga e auséncia de ativagdo metabodlica sdo caracteristicas de um ou outro grupo quimico.
Ainda ha a possibilidade de realizar, nas amostras ambientais, procedimentos de extra¢do organica
preferenciais para diferentes classes de compostos, permitindo melhor direcionamento das analises
quimicas. Estas caracteristicas e a flexibilidade do ensaio de Salmonella/microssoma fazem dele a
escolha preferencial para uso rotineiro, sendo excelente ferramenta de monitoramento, que permite

triar locais de interesse e auxiliar nas acdes de fiscalizacdo e controle de poluicao.

4.4.3 Salmonella/microssoma - variacoes do método

4.4.3.1 Ensaio em microssuspensao — teste de Kado

O teste de Kado, também denominado ensaio em microssuspensao, se baseia no aumento
da quantidade de bactérias utilizadas e na redugdo da quantidade de amostra e mistura S9,
aumentando assim a sensibilidade do ensaio. O teste utiliza as mesmas linhagens de S.
Typhimurium do teste de Ames e baseia-se no mesmo principio (KADO et al, 1983).

Neste projeto as amostras de dgua intersticial foram submetidas a um processo de extragao
organica empregando-se colunas de fase sélida (HLB Oasys™) e concentradas para que fosse
possivel a avaliacao de doses maiores do que as normalmente usadas no Teste de Ames. Culturas
bacterianas crescidas em caldo nutriente sob agitagdo por 16 horas a 37°C foram centrifugadas e,
apos serem concentradas (5x), volumes de 50 pL da cultura foram misturados em tubos de ensaio
a 5 uL de amostra em concentracdes equivalentes a doses de 0,25; 0,5; 1; 2,5 ¢ 5 mL de amostra
ndo concentrada. Depois da adi¢cdo de 50 pL de solugdo tampao fosfato ou mistura S9 (ativagao
metabolica) foi feita uma pré-incubagdo de 90 minutos a 37°C. Apds esse periodo foram
adicionados 2 mL de agar de superficie contendo biotina e tragos de histidina. O conteudo do
tubo foi entdo homogeneizado e vertido em placas de Petri com dgar minimo. Apos a solidificagao
do agar de superficie as placas foram incubadas a 37°C por 66 horas até o momento da leitura
dos resultados (Figura 4). Os dados obtidos foram analisados estatisticamente com o software
SALANAL (Salmonella Assay Analysis, versao 1.0, Research Triangle Institute, RTP, Carolina
do Norte, EUA).
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Figura 4 - Ensaio em microssuspensao — teste de Kado

4.4.3.2 Método Direto

O método direto ¢ uma modificagao do teste de Ames descrito pelo Coriell Institute for
Medical Research (1986) em que se analisa a amostra sem concentracdo prévia e sem passar por
processo de extragdo, o que permite testar 2 mL de amostra como volume méximo, diferentemente
de 0,2 mL do ensaio tradicional. Esta modificagdo consiste na utilizagao de agar de superficie mais
concentrado, utilizando a propria amostra como diluente. Esse método ¢ aplicado principalmente
para efluentes industriais e lixiviados, que costumam ser uma mistura complexa mais concentrada,
com maior probabilidade da presenca de teores elevados de compostos com potencial mutagénico.
A amostra deve ser filtrada em membranas 0,45 pm e/ou 0,22 um para sua adequada esterilizacao.
Algumas propriedades da amostra podem dificultar a aplicacdo desse método. O pH e a forga idnica
da amostra podem ser toxicos para as bactérias.

As amostras avaliadas neste projeto foram testadas nas doses de 0,1; 0,2; 0,5; 1 e 2 mL, em
triplicata, frente as linhagens TA98 e TA100 de S.Typhimurium. Além da amostra, em cada tubo
de ensaio foi adicionado 100 pL de cultura bacteriana crescida sob agitacdo a 37°C em caldo
nutriente por 16 horas e 500 puL de mistura S9 no ensaio com ativagdo metabdlica. Os tubos foram

pré-incubados por 30 minutos a 37°C e em seguida foi feita a adi¢cdo do agar de superficie em
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volumes e concentragdes adequadas para cada volume de amostra. Os conteudos dos tubos foram
homogeneizados e espalhados em placas de Petri contendo agar minimo com biotina e histidina.
ApoOs a solidificacdo do agar, as placas foram incubadas a 37°C por 66 horas até a leitura dos
resultados. Assim como no teste de Kado, os dados obtidos foram analisados estatisticamente com

o software SALANAL.

4.4.3.3 Método segundo a Norma ISO 16240:2005

A Norma ISO 16240:2005 especifica um método de determinagdo do potencial genotdxico
em amostras de dgua e efluentes industriais seguindo os principios do Teste de Ames. Sao utilizadas
as linhagens de Sal/monella Typhimurium TA98 e TA100 e, de modo similar ao Método Direto, as
amostras sao analisadas ap6s filtragao (0,45 e 0,22 um), sem passar por processos de concentragao
ou extracao organica. Nesta variagdo do Teste de Ames, diferentes concentragdes da amostra
testada sdo obtidas por meio de sua dilui¢do com agua ultrapura estéril.

Na andlise das amostras deste projeto o método da Norma ISO 16240:2005 foi realizado
com pequenas variacoes, adaptando-se a técnica as condigdes do laboratério. As modificagoes,
como variagdo na concentragdo da mistura S9, adgar de superficie e tampao fosfato, por exemplo,
foram previamente avaliadas sem que houvesse interferéncia nos resultados.

As amostras foram testadas em triplicata nas dilui¢cdes 1:1; 1:2; 1:4; 1:8 e 1:16. Em tubos
de ensaio foram adicionados 1 mL de amostra, 500 uL de tampao fosfato ou mistura S9 e 100 pL
de cultura bacteriana crescida em caldo nutriente sob agitagdo a 37°C por 16 horas. Apos a adigdo
de 1 mL de 4gar de superficie, os contetidos dos tubos foram vertidos em placas de Petri contendo
agar minimo com biotina e histidina. Apos a solidificacao do agar, as placas foram incubadas a
37°C por 66 horas até a leitura dos resultados. Os dados obtidos também foram analisados

estatisticamente com o software SALANAL.

4.4.3.4 Teste de Ames — Kit MPF™

O kit Ensaio de Mutagenicidade Ames MPF™ foi adquirido da empresa sui¢a Xenometrix.
Trata-se de um teste colorimétrico, realizado totalmente em meio liquido, que utiliza as mesmas

linhagens de S. Typhimurium e o mesmo principio da mutacao reversa. Neste ensaio, a amostra € a
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cultura bacteriana (TA98 e TA100) sdo colocadas em microplacas de 24 pocos com meio minimo
e meio de exposi¢do, com e sem metabolizagdo (S9). Apds 90 minutos sob agitacdo a 37°C, o
conteudo das microplacas ¢ transferido para microplacas de 384 pocos e incubado por 48 horas a
37°C. Os pogos contendo colonias revertentes (que sofreram mutacdo decorrente da exposicao a
amostra) se apresentam com coloracdo amarelada, pois o crescimento bacteriano provoca uma
mudanca de pH do meio, enquanto que os pogos restantes t€ém cor arroxeada. O aumento do nimero
de pocos amarelos em relacdo as placas controle representa, portanto, a presenca de compostos
mutagénicos na amostra testada.

As amostras foram filtradas em membrana de polietersulfona (PES) com poro de 0,22 pm
(Sterifil) e testadas in natura. Foi utilizado o kit de Ensaio de Mutagenicidade Ames MPF™ 98/100
(contendo as linhagens TA98 e TA100 de S. Typhimurium) da Xenometrix. As amostras foram
testadas na auséncia e presenca de ativacao metabolica (mistura S9).

No teste de flutuagdo MPF, as linhagens bacterianas em suspensao foram expostas a 6 doses
de cada amostra (diferentes concentragdes) em microplacas de 24 pogos contendo também meio
minimo e meio de exposi¢do com tracos de histidina. Cada concentragdo foi feita em triplicata,
permitindo a analise estatistica dos dados. Apds pré-incubacao de 90 minutos a 37°C e agitagdo de
250 rpm, a amostra foi diluida adicionando-se o meio indicador de pH (Figura 5A). A mistura
contendo a amostra, as linhagens (com e sem S9) e os diferentes meios foram transferidos para
placas de 384 pocos (Figura 5B) com o auxilio de pipetadores multicanal. As amostras foram entdo
incubadas em estufa a 37° C e o resultado do teste foi lido ap6s 48 horas.

As coldnias revertentes causaram a reducdo do pH do meio indicador, mudando sua
coloracdo para amarelo (Figura 5C), permitindo sua identificacdo. Foi feita a contagem dessas
colonias e a analise dos resultados. O aumento no numero de coldnias revertentes apos exposi¢ao

da amostra testada em relacdo ao controle negativo indica a presenga de compostos mutagénicos.
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Figura 5 — Esquemas de distribui¢fio das amostras em microplacas - kit Ames MPF ™

4.5  Analises quimicas

As amostras foram analisadas quanto ao conteudo dos metais arsénio, cddmio, chumbo,
cobre, crdmio, niquel, zinco e mercurio. Exceto para o mercurio, a determinagdo dos metais foi
realizada segundo o método 3120B do Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater (APHA - AWWA - WEF - versdo on line), espectrometria 6tica de emissao com plasma
de argdnio - ICP/OES. Ja para a determinag@o do mercurio foi seguido o método 3112 do mesmo
Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater, espectrometria de absorcao
atdbmica com geracao de vapor frio.

A andlise para determina¢do de compostos organicos semi-volateis (varredura) nas amostras
de agua intersticial foi realizada utilizando o método EPA 8270 — “Semivolatile Organic
Compounds by Gas Chromatography/Mass Spectrometry (CG/MS)”, da Agéncia de Protecdo
Ambiental Americana (US EPA).
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4.6 Analises estatisticas

Foi realizada apenas andlise descritiva dos resultados devido ao grande numero de
parametros quimicos, metais e semi-volateis, cujas concentragdes nas amostras ficaram abaixo do
Limite de Quantificacdo do método (LQ). Além disso, o ensaio de genotoxicidade resultou em
negativo em todas as amostras e o de toxicidade aguda para Vibrio fischeri foi positivo para todas

as amostras, o que impossibilitou a aplicagdo de técnicas estatisticas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Testes de toxicidade aguda com Vibrio fischeri

Na tabela 1, encontram-se os resultados dos testes de toxicidade aguda com Vibrio fischeri
(CE20) realizados com amostras de agua intersticial, por data e pontos de coleta. Para todas as

amostras, o teste apresentou toxicidade.

Tabela 1 - Resultados dos testes com V. fischeri em dgua intersticial. UGHRI 6, 2012-2013

V. fischeri
P‘c’;‘lt;fe 2012 2013

CE20 Classificacio CE20 Classificacio

6,55 e 19,5 e
GUAR 00900 (5.31-8,08) Muito toxica (18,0 - 21,1) Muito téxica
RGDE02900 11,2 Muito toxica 14,2 Muito toxica

(9,66 — 12,9) " (13,4 15,2) "

3,08 e 495 ..
TIP104850 (2,94 —323) Muito téxica (37,2 -66,0) Toxica

20,5 e 15,9 .
BILL02100 (15,9 - 26.,5) Muito toxica (11,5 21,9) Muito toxica

11,4 .
TIET 04160 (9,33 -14,0) Muito toxica NR -

28,4 s 54,4 Moderadamente
PINHO4500 (153 "4q) ~ Toxica (47,3 - 62.6) toxica

NR = ndo realizada

Embora tenha ocorrido uma melhora no ano de 2013 em relagdo a 2012 nos pontos
TIP104850 e PINH04500, considerando a UGRHI 6 como um todo, todos os pontos apresentaram
toxicidade para Vibrio fischeri, como aponta o relatorio de qualidade de aguas da CETESB de 2013.
No mesmo relatorio, consta que em 44,4% dos pontos da rede de monitoramento, a qualidade para
os sedimentos € péssima, todos esses pontos localizados em UGRHIs com vocagao industrial ou
agropecuaria, como ¢ o caso da UGRHI 6, de vocacao industrial. Essa classificagao ¢ feita com
base no Critério de Qualidade de Sedimento — CQS, formado por trés linhas de evidéncia:
contaminagdo quimica, comunidade bentonica e toxicidade, este ultimo incluindo testes de
toxicidade com Hyallela azteca, ensaios de mutagao reversa (Teste de Ames) e testes de toxicidade
aguda com Vibrio fischeri (Microtox®). Os contaminantes que ocorreram com maior frequéncia

em concentragdes acima de TEL ou PEL foram: Cr e Ni, seguidos de Cu e HPA (CETESB, 2013).
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Na UGRHI 6, os reservatorios Billings, Guarapiranga, Rio Grande (captagdo) e Pirapora
mantiveram a classificacdo quimica dos anos anteriores, mostrando sedimentos altamente
contaminados e com altos estoques de fosforo (CETESB, 2013).

Apesar de os testes de toxicidade aguda para Vibrio fischeri em éagua intersticial terem
apresentado toxicidade, os resultados da analise quimica, tanto para metais como para organicos
semi-volateis nessa matriz, apresentaram niveis baixos (Tabelas 2 e 3), sendo que a maioria
apresentou concentragdes abaixo do limite de quantificacdo (LQ). A diferenca entre os resultados
das analises quimicas de agua intersticial e sedimento ¢ devido a capacidade desses contaminantes
se ligarem fortemente as particulas do sedimento, o que significa que somente uma pequena fragao
solubilizada dos contaminantes est4 presente na dgua intersticial. Entdo, quais seriam os compostos
responsaveis pela toxicidade encontrada?

Alguns metais apresentam toxicidade para Vibrio fischeri. Ao verificarmos os dados de
sedimento do Relatério de Qualidade das Aguas de 2013 da CETESB, verificamos que o
Reservatorio Billings (BILL02100) apresentou concentragdes de Hg, Ni, Cr, DDE e Cu acima de
PEL, e teve classificacdo Ruim na avaliacdo ecotoxicoldgica. Também o Reservatorio
Guarapiranga (GUAR 00900) apresentou piora quando comparada as amostragens anteriores e foi
classificado como regular. Observou-se nesse ponto aumento de concentragdoes de varios metais,
inclusive do Cu que ultrapassou o limite PEL (CETESB, 2013). No entanto, as determinagoes de
metais em dgua intersticial mostraram que, para a maioria, as concentragdes mantiveram-se abaixo
dos limites de quantificagdo (Tabela 2), exceto para Cu e Zn que, em alguns pontos, apresentaram
concentragdes mais elevadas que podem conferir toxicidade.

No estudo realizado por Roig et al. (2015), onde foram testadas fase s6lida de sedimentos ¢
agua intersticial de 13 locais da Bacia do Rio Ebro, na Espanha, observou-se que As ¢ Cu no
sedimento foram os elementos que mais contribuiram para a toxicidade ao V.fischeri, e na agua
intersticial somente As, Cd e Ni. No mesmo estudo, as concentragdes de metais em agua intersticial
foram bem mais baixas do que no sedimento. Os autores ressaltam que ndo ha correlagdo
significativa entre metal total no sedimento e concentragdes de metal na agua intersticial. Esse fato
corrobora que o conteudo de metal total em sedimentos, em geral, nao ¢ relacionado com a fragao
mais biodisponivel, que se encontra na dgua intersticial (DOE ef al., 2003 apud ROIG et al., 2015).

Segundo CETESB (2013), outro contaminante que apresentou concentragdes no sedimento
acima do valor de PEL foi o DDE, que ¢ um metabolito do DDT, mas, devido a caracteristica desse
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composto em ligar-se fortemente as particulas do sedimento, ndo ¢ esperado que as concentragdes
na agua intersticial sejam elevadas. No presente estudo ndo foi analisado esse composto em agua
intersticial. Sforzini et al. (2016), analisaram sedimentos e dgua intersticial de um lago na Italia,
contaminados com DDT e seus metabolitos DDD e DDE (coletivamente DDX), onde encontraram
concentracdes de DDX de 732,5 ppb no sedimento. No mesmo estudo, a dgua intersticial ndo
apresentou toxicidade para os organismos testados, entre eles V.fischeri, o que corroborou com as
analises quimicas que determinaram na 4gua intersticial a concentracdo de apenas 0,0071 ppb de
DDX, mostrando a baixa biodisponibilidade do contaminante.

A ecotoxicidade dos surfactantes ¢ relativamente alta devido a sua a¢do contra membranas
biologicas, sendo o Vibrio fischeri um dos organismos mais sensiveis (LECHUGA et al., 2016).
Particularmente, o 4-nonilfenol, produto de degradacdo dos surfactantes ndo-iondnicos ¢ muito
toxico para Vibrio fischeri (LECHUGA et al., 2016; HERNANDO et al., 2007). Como essas
substancias nao foram alvo das analises quimicas realizadas na dgua intersticial, pesquisamos os
dados da rede de monitoramento da CETESB em amostras de agua superficial, na area de estudo.
A CETESB monitora as substancias tensoativas do grupo de anionicos, mas nio os surfactantes
ndo-i6nicos. De qualquer forma, todos os grupos de surfactantes apresentam toxicidade ao Vibrio
fischeri, mas ao avaliarmos as concentragdes determinadas na agua nos pontos PINH04500,
GUARO00900, BILL02100 ¢ RGDE2900, constantes dos Relatorios de Qualidade de Agua da
CETESB nos anos 2012 e 2013, somente o ponto PINH04500 apresentou altas concentracdes de
surfactantes (CETESB 2012, 2013).

No estudo de Jarque et al. (2016), onde avaliou-se a toxicidade de sedimentos de rios
contaminados usando ensaio com Vibrio fischeri, as concentragdes dos contaminantes como PAHs,
PCBs, DDT e HCH foram correlacionados com a toxicidade. As concentragdes de carbono organico
total (TOC) também foram positivamente correlacionadas a toxicidade, ja os metais pareceram ter
pouca influéncia na toxicidade apresentada. As determinagdes de compostos organicos realizadas
nas amostras de dgua intersticial do presente projeto ndo detectaram concentragdes acima do LQ
para os PAHs, ja PCBs, DDT e HCH nao foram analisados.

A toxicidade aguda observada no ensaio com Vibrio fischeri no nosso estudo foi provocada
pela presenca de compostos toxicos na dgua intersticial, mas ¢ dificil discriminar uma relagao direta

com toxicantes especificos. Além das substincias toxicas no meio, o ensaio sofre forte influéncia
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sazonal, conforme observado no estudo de Jarque et al. (2016), mas esse parametro ndo pode ser

considerado no presente estudo devido a frequéncia anual de coleta e apenas 2 anos de estudo.

5.2 Ensaios de genotoxicidade

Nao foi detectada atividade mutagénica em nenhuma das amostras de agua intersticial dos
sedimentos coletados, em quaisquer das metodologias utilizadas. No entanto, considerando os
resultados obtidos com extratos organicos dos sedimentos totais do ponto BILL02100, os mesmos
demonstraram mutagenicidade associada ao material particulado, para amostras das duas
campanhas, de 2012 e 2013, assim como para a amostra de GUAR00900 em 2012 (CETESB, 2013,
2014). Esses resultados, que ndo fizeram parte do presente projeto, mas fazem parte da rede de
monitoramento do sedimento da CETESB, sugerem que os compostos mutagénicos presentes
nestes locais nao sao mobilizados do sedimento para a dgua intersticial, ou o sdo em baixissimas
concentragdes, de maneira que seus efeitos mutagénicos nao podem ser detectados nesta matriz.
Alguns ftalatos foram relatados como mutagénicos de atividade fraca, como dietil ftalato e dibutil
ftalato (ZEIGER et al., 1985) que foram determinados em concentragdes acima do limite de
quantificagdo em nosso estudo no Reservatorio Billings (BILL02100), porém esta atividade nao foi
verificada nos ensaios biologicos de mutagénese realizados. Metais pesados tém uma poténcia
mutagénica fraca, e sua toxicidade ¢ associada a estresse oxidativo. Desta forma, os metais nas
concentracoes determinadas nas amostras deste estudo, ndo teriam atividade mutagénica detectavel
(HODJAT et al., 2015). De fato, as analises de metais nas amostras mantiveram-se em sua maioria,
abaixo dos limites de quantificacdo, e aquelas cujas concentracdes de metais foram determinadas,
apresentaram-se em concentracdes baixas, quando comparadas as do CONAMA 357 para agua

bruta.

5.3 Analises quimicas

Na tabela 2, estdo os resultados das analises de metais nas amostras de dgua intersticial. A
maioria das amostras tiveram resultados abaixo dos LQs, exceto Pb, Cu e Zn. Ao compararmos as
concentracdes obtidas desses metais com os padroes para enquadramento de corpos hidricos Classe
Especial e 2 da Resolugdo CONAMA 357, como sdo os dos pontos GUAR00900, BILL02100 e

RGDE02900, essas ultrapassam os padrdes, principalmente para Pb (0,01 mg/L) e Cu (0,009 mg/L).
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A tabela 3 mostra os resultados das determinag¢des de compostos organicos semi-volateis
nas amostras de dgua intersticial. Somente ftalatos foram quantificados em algumas amostras, mas

em concentragdes baixas, na ordem de ug/L.
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Tabela 2 — Concentragdes de metais na agua intersticial, por local de coleta, na UGHRI 6. 2012-2013

Metais

Concentrac¢iio (mg/L)

GUAR 00900 RGDE02900 TIPI104850 BILL02100 TIET 04160 PINH04500

2012 2013 2012 2013 2012 2013 2012 2013 2012 2013 2012 2013

As
Cd
Pb
Cu
Cr
Hg
Ni

Zn

<0,005  <0,01  <0,005  <0,01 NR <0,01 NR <0,01 NR NR NR <0,01

<0,0005  <0,0007  <0,0005 <0,0007 <0,0005 <0,0007 <0,0007 <0,0007 <0,0007 NR  <0,0007 <0,0007

0,03 0,05 0,02 PI 0,01 NR <0,009  <0,009 0,05 NR <0,009 NR
0,52 0,56 0,5 0,64 0,04 0,05 0,01 <0,01 0,04 NR 0,02 0,03
<0,02 <0,02 <0,02 <0,02 0,02 0,03 <0,02 <0,02 0,05 NR <0,02 <0,02

<0,0002 <0,00002 <0,0002 <0,002 <0,0002 <0,0002 <0,0002 <0,0002 <0,0002 NR <0,0002  <0,0002
<0,02 <0,02 <0,02 <0,02 0,06 0,07 <0,02 <0,02 <0,02 NR <0,02 0,02

0,04 0,03 0,03 <0,02 0,16 0,29 0,02 <0,02 0,26 NR 0,07 0,03

NR = ndo realizado; PI = presenga de interferentes
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Tabela 3 - Compostos organicos semi-volateis na dgua intersticial. 2012-2013
v d . Concentracio (ug/L)

et GUAR 00900 RGDE02900 TIP104850 BILL02100 ___ TIET 04160 ___ PINHO04500
2012 2013 2012 2013 2012 2013 2012 2013 2012 2013 2012 2013
1,2,4-Triclorobenzeno <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <6,00 <2,00 <6,00 NR <6,00 <2,00
1,2-Diclorobenzeno <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <6,00 <2,00 <6,00 NR <6,00 <2,00
1,3-Diclorobenzeno <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <6,00 <2,00 <6,00 NR <6,00 <2,00
1,4-Diclorobenzeno <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <6,00 <2,00 <6,00 NR <6,00 <2,00
2,4,6-Triclorofenol <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <6,00 <2,00 <6,00 NR <6,00 <2,00
2.4-Diclorofenol <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <6,00 <2,00 <6,00 NR <6,00 <2,00
2,4-Dimetilfenol <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <6,00 <2,00 <6,00 NR <6,00 <2,00

2,4-Dinitrofenol <4,00 PI <4,00 PI <4,00 PI <6,00 PI <6,00 NR <6,00 PI
2,4-Dinitrotolueno <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <6,00 <2,00 <6,00 NR <6,00 <2,00
2,6-Dinitrotolueno <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <6,00 <2,00 <6,00 NR <6,00 <2,00
2-Clorofenol <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <6,00 <2,00 <6,00 NR <6,00 <2,00
2-Cloronaftaleno <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <6,00 <2,00 <6,00 NR <6,00 <2,00

2-metil-4,6-dinitro fenol <4,00 PI <4,00 PI <4,00 PI <6,00 PI <6,00 NR <6,00 PI
2-Nitrofenol <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <6,00 <2,00 <6,00 NR <6,00 <2,00
4-Bromofenil fenil éter <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <6,00 <2,00 <6,00 NR <6,00 <2,00
4-Cloro-3-metil fenol <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <6,00 <2,00 <6,00 NR <6,00 <2,00
4-Clorofenil fenil éter <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <6,00 <2,00 <6,00 NR <6,00 <2,00
4-Nitrofenol <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <6,00 <2,00 <6,00 NR <6,00 <2,00
Acenafteno <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <6,00 <2,00 <6,00 NR <6,00 <2,00
Acenaftaleno <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <6,00 <2,00 <6,00 NR <6,00 <2,00
Antraceno <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <6,00 <2,00 <6,00 NR <6,00 <2,00
Azobenzeno <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <6,00 <2,00 <6,00 NR <6,00 <2,00
Benzilbutil ftalato <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <6,00 <2,00 <6,00 NR <6,00 <2,00
Benzo(a)antraceno <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <6,00 <2,00 <6,00 NR <6,00 <2,00
Benzo(a)pireno <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <6,00 <2,00 <6,00 NR <6,00 <2,00
Benzo(b)fluoranteno <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <6,00 <2,00 <6,00 NR <6,00 <2,00
Benzo(ghi)perileno <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <6,00 <2,00 <6,00 NR <6,00 <2,00
Benzo(k)fluoranteno <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <6,00 <2,00 <6,00 NR <6,00 <2,00
Bis(2-cloroetil) éter <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <6,00 <2,00 <6,00 NR <6,00 <2,00
Bis (cloroetoxi) metano <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <6,00 <2,00 <6,00 NR <6,00 <2,00
Bis(2-cloroisopropil) éter <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <6,00 <2,00 <6,00 NR <6,00 <2,00
Bis(2-etilexil) ftalato <10,00 <5,00 <10,00 PI 36,9 PI <15,0 PI 69,3 NR 33,6 18,4
Carbazole <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 PI <2,00 <6,00 <2,00 <6,00 NR <6,00 <2,00
Criseno <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <6,00 <2,00 <6,00 NR <6,00 <2,00
Di-n-octil ftalato <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <6,00 <2,00 <6,00 NR <6,00 <2,00
Dibenzo(a,h)antraceno <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <6,00 <2,00 <6,00 NR <6,00 <2,00
Dibutil ftalato <10,00 <5,00 <10,00 <5,00 <10,00 <5,00 92,6 <5,00 <15,0 NR <15,0 <5,00
Dietil ftalato <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 91,5 <2,00 <6,00 NR <6,00 7,23
Dimetil ftalato <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <6,00 <2,00 <6,00 NR <6,00 <2,00
Fenantreno <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <6,00 <2,00 <6,00 NR <6,00 <2,00
Fenol <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 8,28 <2,00 <6,00 <2,00 <6,00 NR <6,00 <2,00
Fluoranteno <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <6,00 <2,00 <6,00 NR <6,00 <2,00
Fluoreno <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <6,00 <2,00 <6,00 NR <6,00 <2,00
Hexaclorobenzeno <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <6,00 <2,00 <6,00 NR <6,00 <2,00
Hexaclorobutadieno <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <6,00 <2,00 <6,00 NR <6,00 <2,00
Hexacloroetano <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <6,00 <2,00 <6,00 NR <6,00 <2,00
Hexaclorociclopentadieno ~ <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <6,00 <2,00 <6,00 NR <6,00 <2,00
Indeno(1,2,3-cd)pireno <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <6,00 <2,00 <6,00 NR <6,00 <2,00
Isoforone <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <6,00 <2,00 <6,00 NR <6,00 <2,00
N-nitroso-n-propilamina <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <6,00 <2,00 <6,00 NR <6,00 <2,00
Naftaleno <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <6,00 <2,00 <6,00 NR <6,00 <2,00
Nitrobenzeno <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <6,00 <2,00 <6,00 NR <6,00 <2,00

Pentaclorofenol <4,00 PI <4,00 PI <4,00 PI <6,00 PI <6,00 NR <6,00 PI
Pireno <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <4,00 <2,00 <6,00 <2,00 <6,00 NR <6,00 <2,00

NR = ndo realizado; PI = presenca de interferentes
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Aparentemente os resultados obtidos nas determinagdes quimicas ndo explicam totalmente
a toxicidade observada no ensaio com Vibrio fischeri, sendo necessaria uma avaliacdo mais

detalhada.

6 CONCLUSOES E RECOMENDACOES

O monitoramento quimico classico fornece resultados bem detalhados, mas ¢ incompleto
por nao fornecer informacao sobre o impacto da mistura de poluentes e sua biodisponibilidade. As
metodologias quimicas analiticas, por sua alta sensibilidade, confiabilidade e baixos limites de
detec¢do sdo essenciais para fins regulatérios, mas ndo tém a capacidade de avaliar toxicidade,
biodisponibilidade e potenciais efeitos antagonisticos/sinérgicos dos poluentes. Para fins de
monitoramento, a avaliacdo quimica deve ser menos decisiva na classificagdo de dgua doce, em
complementacdo, os bioensaios podem ser tUteis na predicdo de possiveis efeitos biologicos
perigosos da fracao quimica biodisponivel em condi¢des padronizadas (ROIG et al., 2015).

Os testes de toxicidade em 4gua intersticial complementam a avaliagdo da fase solida dos
sedimentos fornecendo informagdes sobre as espécies mais sensiveis ou condi¢des de exposi¢cao
alternativa. Alguns fatores abidticos como composi¢do do sedimento e processos geoquimicos,
podem também influenciar as concentragdes finais dos poluentes e sua toxicidade, por isso, para o
diagndstico mais preciso da condicdo do corpo d’4gua, ha necessidade de se integrar todos esses
dados com as avaliagcdes quimicas e de toxicidade.

O presente estudo mostrou a viabilidade de se utilizar a agua intersticial para os bioensaios, no
entanto, devido a influéncia da sazonalidade na qualidade dos recursos hidricos e o pequeno numero
de amostras, apenas onze, nao foi possivel correlacionar os resultados de toxicidade com poluentes
especificos. Assim, recomenda-se que o monitoramento em agua intersticial, tenha sua frequéncia

aumentada para cobrir ciclos sazonais, com consequente aumento da disponibilidade de dados.
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ANEXO 1

Equipamentos Adquiridos no Projeto
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A. Listagem dos equipamentos adquiridos

N° Itens adquiridos Unidade Quant.
Analisador de toxicidade Microtox 500 (colorimetro)

1.1 . . Peca 01
incluindo software de controle

12 Freezer e refrigerador combinados -25°C até 5°C e Coniunto 00

7 +2°C até +15°C. Acompanhado de prateleiras J

1.3 Concentrador de amostras Peca 01

1.4 Refrigerador com freezer, vertical, 340L (refrigerador) Peca 00
e 82L (freezer)
Centrifuga refrigerada de bancada. Acompanhada de

1.5 Peca 01
rotor e adaptadores para tubos
Microscopio campo claro/escuro; ndo invertido; com

1.6 objetivas 20x, 40x, 100x e 400x para contraste de fase; Peca 02
com trinocular (suporte para camara fotografica)

1.7 Esterilizador horizontal e acessorios Peca 01

2.1 Kit AQUA para teste de mutagenicidade Kit 10

2.2 Kit MPF para teste de mutagenicidade Kit 05
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B. Fotos dos equipamentos

Item 1.1 - Analisador de toxicidade Microtox 500 — Patrimonio CETESB ME-10992

Item 1.2 - Freezer e refrigerador combinados — Patrimonios CETESB ME-11200 ¢ ME-11218
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Item 1.3 — Concentrador de Amostras — Patrimonio CETESB ME-11210

Item 1.4.1 — Refrigerador com freezer — Patriménio CETESB ME- 11173

RS AR

DATA DA CALIBRAGAG

22062016

HItAT.00
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Item 1.4.2 — Refrigerador com freezer — Patriménio CETESB ME- 11154

Item 1.5 — Centrifuga refrigerada de bancada — Patrimonio CETESB ME- 11100
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Item 1.6.1 — Microscépio — Patrimonio CETESB ME- 11687

Item 1.6.2 — Microscépio — Patrimonio CETESB ME- 11686
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Item 1.7 — Esterilizador horizontal e acessorios — Patrimonio CETESB ME — 10976
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