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Resumo

A poluigdo e a preservagao dos recursos hidricos sio temas de grande preocupacio mundial.
As industrias petroquimicas, cujas atividades tém sido intensas e crescentes nas ultimas décadas,
utilizam grandes volumes de 4dgua e geram grandes quantidades de efluentes. Dependendo da
legislagao do pais e da conscientizagdao da populagao sobre os prejuizos da polui¢ao, muitas indudstrias
do petrdleo tém também mostrado preocupagao com o potencial poluidor de seus efluentes.
Algumas industrias deste setor tém se preocupado com a qualidade do ambiente do seu entorno,
procurando minimizar os impactos gerados pela empresa, por meio do tratamento dos seus
efluentes, bem como incentivando o monitoramento ambiental da 4rea onde atuam. A maior
refinaria de petréleo do Brasil esta localizada na cidade de Paulinia/SP, entre dois grandes tios da
regido (Jaguari e Atibaia). Esta refinaria capta a agua do rio Jaguari, a utiliza no processo de refino,
trata a agua servida e, s6 posteriormente, lanca-a no rio Atibaia. Apesar de estes dois rios serem
reconhecidamente impactados, devido a grande urbanizacdo, industrializagdo e intensa atividade
agricola, eles servem para o abastecimento publico das cidades da regiao e, portanto, devem ser
preservados. Os objetivos deste trabalho foram: (i) avaliar a citotoxicidade, genotoxicidade e
mutagenicidade de diversas amostras de agua coletadas nestes rios por meio de dois organismos-teste
(Allinm cepa e Oreochromis niloticus); (i) avaliar estes parametros, por meio dos mesmos Organismos-
teste, das amostras de agua coletadas em diferentes etapas do tratamento do efluente realizado pela
refinaria, durante o periodo de 2009 a 2013; e (iii) correlacionar a influéncia dos fatores fisicos e
quimicos sobre a biota endémica e, consequentemente, na ecotoxicologia do ecossistema. As analises
fisicas e quimicas destas amostras foram realizadas a fim de, tracar o perfil dessas aguas nas
diferentes estagcdes do ano, confrontar os resultados desta analise com a legislagao brasileira vigente,
e correlacionar os efeitos desses parametros com as respostas biologicas registradas para os
organismos expostos. Os dados meteoroldgicos, referentes aos periodos de coleta, foram obtidos
para se determinar o regime pluviométrico e climatico da regido estudada. Os resultados destas
analises demonstraram que estes dois parametros tém uma correlagio com os efeitos de
citotoxicidade e genotoxicidade registrados, principalmente observado nos periodos de inicios de
chuvas intensas. Outro resultado importante deste estudo foi que as aguas, coletadas no ponto de
captagao da refinaria e na montante do despejo do efluente, apresentaram resultados toéxicos
preocupantes, representando um indicativo de que existe a influéncia de outras atividades humanas

afetando a qualidade desses recursos hidricos. As analises fisicas e quimicas demonstraram que



alguns parametros estdo em discordancia com a legislagao vigente, comprometendo a qualidade das
aguas destes corpos d’agua. Os dados meteoroldgicos definiram periodos quentes e chuvosos
(primavera e verdo) e perfodos mais frios e secos (outono e inverno) que, juntamente com os
resultados fisicos e quimicos, serviram para uma melhor interpretagio dos resultados biologicos
encontrados. A partir de todos os resultados obtidos, foi realizada uma analise multivariada de
correlagdo para determinar quais os principais fatores ambientais que podem estar diretamente
relacionados com os impactos registrados nos ensaios biolégicos. Embora este método estatistico
seja pouco explorado, seus resultados foram satisfatorios, principalmente quando aplicados aos
dados obtidos nos testes realizados com organismos-teste mais sensiveis, como os peixes. Pelos
resultados deste estudo, alertamos que, apesar da influéncia da refinaria ser pequena sobre a biota e
sobre a qualidade da dgua dos rios, o monitoramento desta area deve ser constante, para que se possa
assegurar as melhores condi¢cdes ambientais para a regido e, consequentemente, um ambiente

saudavel a toda biota dependente.

Palavras-chave: efluente de refinaria de petrdleo; citotoxicidade; genotoxicidade; mutagenicidade;

analise de parametros ambientais; correlacio multivariada.
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Abstract

The pollution and the preservation of water resources are a global concern theme. The
petrochemical industry, whose activities are high and have been increasing in the past decades, uses
large volumes of water and generate big amounts of effluents. Depending on the laws of the country
and the population awareness, many oil companies have shown a concern about their wastewater
potential to pollute. Some industries of this sector have been worrying about the surrounding
environment quality, attempting to minimize the impact by treating the wastewater, as well as
stimulating the monitoring of the area where they operate. The largest oil refinery in Brazil is located
in Paulinia municipality, Sdo Paulo State, between two major rivers (Jaguari and Atibaia). This
company gets water from the Jaguari river, treats the wastewater and discharge it in the Atibaia river.
Despite the known impact on both rivers, mainly because of the urbanization, industrialization and
the high agricultural activity, they supply the cities of the region and therefore should be preserved.
The aims of this study were: (1) evaluate the cytotoxicity, genotoxicity and mutagenicity of several
water samples collected from these rivers through two test organisms (Alium cepa e Oreochromis
niloticus); (ii) evaluate those parameters, using the same test organisms, on the water samples collected
at different stages of wastewater treatment performed by the refinery from 2009 to 2013, and (iii)
correlate the influence of the physical, physicochemical and chemical factors on the endemic biota
and, consequently, on the ecosystem ecotoxicology. The physicochemical and chemical analyses of
these samples were also performed in order to make a profile of those waters in different seasons,
compare the results of this analysis to the current Brazilian law and correlate them to the biological
responses showed by the exposed organisms. Meteorological data of rainfall and climate were also
registered, which showed to have a correlation with the recorded cytotoxicity and genotoxicity
effects, mainly in the eatly periods of intense rainfall. Another important result of this study was that
the water collected at the refinery collection point and at the upstream of the effluent discharge point
have shown worrying toxicity levels, which may be a strong evidence that there is influence of other
human activities on the quality of this water. The physicochemical and chemical analysis showed that
some parameters are in disagreement with current law, affecting the water quality of these rivers. The
meteorological data showed defined hot and rainy seasons (spring and summer) and cooler and drier
periods (autumn and winter), which combined to the physicochemical results, were useful to a better
comprehension of the biological results. From all the sampled results, a multivariate correlation

analysis was performed to determine the main environmental factors that may be directly related to
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the effects obtained by biological assays. Despite this mathematical method is not being much
explored its results were satisfactory, especially when applied to the data obtained by tests realized
with more sensitive organisms, such as fish. From the results of this study we warn that, in spite of
the influence of the refinery being small on the biota and the water rivers quality, the monitoring of
this area must be constant, so we can ensure the best environmental conditions for the region and

hence a healthy environment for all dependent biota.

Keywords: oil refinery wastewater; citotoxicity; genotoxicity; mutagenicity; environmental

parameters analysis; multivariate correlation.
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1. INTRODUCAO GERAL E RELEVANCIA DO TEMA

Ambientes aquaticos geralmente se tornam o destino temporario ou final de uma grande
quantidade e variedade de contaminantes, que, quando toxicos, afetam a flora e a fauna dos
ecossistemas, podendo inclusive chegar ao ser humano por vias diretas (consumo de 4agua) ou
indiretas (alimentacao) (BIANCHI et al., 2011). A polui¢io de ambientes dulcicolas vem, cada
vez mais, se caracterizando como um problema sério e crescente. Sabe-se que, embora exista uma
legislacao apropriada que trata dessas contaminagdes de origem antropicas, certos quimicos
lancados junto aos efluentes domésticos e industriais ainda se caracterizam como a principal
fonte de contaminacio dos ambientes aquaticos (GUPTA et al, 2014). Dentre esses
contaminantes encontramos compostos quimicos especificos bem como misturas complexas
como metais e compostos metalicos, residuos industriais organicos e inorganicos, pesticidas e
outros que, individualmente ou integrados, podem comprometer a qualidade do ecossistema
(HOSHINA; MARIN-MORALES, 2009).

A poluigao do meio ambiente decorrente de misturas complexas pode apresentar efeitos
toxicos diferentes daqueles ja conhecidos para as substancias isoladas. Beyer et al. (2014) chamam
este fenomeno de efeitos combinados e, como a avaliacao das substancias geralmente ¢ feita de
modo isolado, o potencial da mistura acaba sendo negligenciada e seus efeitos subestimados. Por
isso, quando ocorre uma mistura no meio ambiente, moléculas com modos de a¢do semelhantes
ou diferentes podem interagir entre si e, assim, resultar em infinitas possibilidades de efeitos,
derivados de respostas aditivas, sinergisticas ou antagonistas (BEYER et al., 2014). Isso é o que
pode acontecer quando o petrdleo e¢/ou seus derivados sio lancados nos ecossistemas e se

interagem com outros compostos naturais ou de origem antropica ja presentes neste ambiente.
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De acordo com Macaulay; Rees (2014), o petroleo tornou-se um dos poluentes mais
proeminentes nos paises industrializados e em desenvolvimento, pela sua alta demanda global
diaria, que foi, por exemplo, de 85,62 milhdes de barris, em 2008. Em 2013 foi registrado um
consumo aproximado de 91,3 milhdes de barris de petréleo por dia, somando um aumento de
1,4% em relagao a média histérica (BP, 2014). Assim, da mesma forma que se intensificou o
consumo do petréleo, também aumentou a preocupagdo com a contaminagao ambiental
promovida por este composto. O vasto uso dos produtos derivados do petrdleo tanto pela
industria como pelos veiculos automotores resultou em uma severa deteriora¢ao na qualidade do
ar e da agua (GUPTA et al. 2014). Atualmente, o petréleo e seus derivados sio encontrados em
todo o planeta, o que justifica o aumento da poluicao mundial provocada por vazamentos de
petréleo e por lancamentos de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) nos ecossistemas
aquaticos (VANZELLA et al. 2007).

As refinarias utilizam grandes quantidades de 4agua durante o processo do refino de
petréleo (a refinaria de petréleo de Paulinia/SP, Brasil, capta 0,67 m’/s de 4gua do rio Jaguari —
SAMPAIO, 2014), o que acabam gerando volumes consideraveis de efluentes. Comumente, o
efluente gerado nas refinarias ¢ tratado antes de seu lancamento no ambiente, 0 que promove a
retirada da maioria dos contaminantes, embora uma quantidade significativa de substancias
toxicas possam permanecer no efluente e acabar alcancando o meio ambiente (HOSHINA;
MARIN-MORALES, 2009).

Pelo processo de refino do petréleo se obtém diversos derivados deste produto, tais
como a gasolina, GLP, dleo diesel, 6leos combustiveis, asfalto, querosene, nafta, enxofre e
solventes (SOUZA; FONTANETTI, 20006). De acordo com El-Naas et al. (2014), durante as
diferentes etapas do processo de producao desses derivados do petréleo sio gerados diferentes
tipos de poluentes: 6leo livre, amonia, sulfetos, sélidos suspensos, fendis, cloretos, mercaptanos e
cianeto. Embora o tratamento do efluente realizado nas refinarias vise a remocao destes
poluentes, por meio de floculagao, flotacao, tanques aerados, lodo ativado, biodiscos e tanques de
clarificacdo, as substancias mais presentes no lancamento sao os HPAs, os fendis e os metais
(SOUZA; FONTANETTI, 2000).

A toxicidade do petréleo e de seus derivados ¢ atribuida, principalmente, as suas fragdes
soluveis, que contém substancias polares de baixa massa molecular, como hidrocarbonetos
monoaromaticos (benzeno, tolueno e xileno) e HPAs de pequeno peso molecular, cujo potencial
genotdxico para organismos aquaticos ja ¢ bastante conhecido (VANZELLA et al., 2007). No

entanto, diversos efluentes industriais possuem, além destes poluentes organicos, uma variedade
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de metais, que podem ser toxicos, mutagénicos e carcinogénicos, e que por serem persistentes no
ambiente, prejudicam e afetam a saide humana (PEREZ et al., 2010).

Todas as substiancias quimicas que podem interagir com a molécula de DNA e causar
danos em sua estrutura sao chamadas de agentes genotoxicos (NAGARATHNA et al., 2013).
Porém, Dearfield et al. (2002) definem perfeitamente os termos “genotoxicidade” e
“mutagenicidade”. De maneira simplificada, de acordo com estes autores, a genotoxicidade
engloba todos os tipos de danos ao DNA (inclusive os mutagénicos), enquanto a mutagenicidade
se restringe apenas a inducdo de alteragbes (mutacGes) NOs Cromossomos € seus genes.
Entretanto, de maneira mais detalhada, Dearfield et al. (2002) determinam os agentes genotoxicos
como aqueles que interagem com o DNA e/ou com os componentes celulares associados (como
os fusos mitéticos) ou até mesmo com enzimas (ex. topoisomerase). Ainda segundo Dearfield et
al. (2002), a inducdo de formacao de adutos, quebras nas fitas ¢ a sintese ndo programada de
DNA, além da troca de cromatides irmas, também fazem parte dos efeitos dos agentes
genotdxicos. Ja os agentes mutagénicos sao aqueles capazes de induzir mudangas permanentes na
estrutura ou no conteudo do material genético de um organismo, que podem ser herdadas pelos
seus descendentes (em células germinativas) ou dar origem ao cancer e a outras doengas cronico
degenerativas (em células somaticas). Deste modo, ¢ possivel resumir a genotoxicidade como
resultado de um efeito potencialmente transitorio, enquanto a mutagenicidade seria um resultado
permanente. Nagarathna e colaboradores (2013) ainda ressaltam a diferenca, dizendo que todo
agente mutagénico ¢ genotdxico, mas nem todo agente genotdxico ¢ mutagénico.

A avaliacdo da genotoxicidade de efluentes industriais de refinarias, realizada por diversos
tipos de bioensaios, confirmam a presenca de muitas substancias toxicas, nao identificadas ou
nao reguladas, que poderiam representar riscos a saude em escalas desconhecidas (GUPTA et al.,
2014). De acordo com Cavas; Ergene-Goziikara (2005b), varios testes sao utilizados para verificar
a qualidade de amostras de aguas e, entre eles, o teste de AMES ainda ¢ o mais utilizado. No
entanto, de acordo com estes autores, este teste ¢ baseado em organismos procariotos, sendo
que, para que se possa inferir resultados a saude humana com mais precisiao, seria necessario
utilizar organismos eucariontes.

Os organismos que respondem de maneira eficiente na identificagdo e no fornecimento
de dados sobre as condi¢oes de um ambiente, incluindo a presenca ou auséncia de um
contaminante, sio denominados de indicadores bioldgicos ou bioindicadores (FRONTALINTI;
COCCIONI, 2011). Frontalini; Coccioni (2011) ressaltam que a Unidao Europeia instituiu normas
para verificar as condigdes dos corpos d’agua europeus, baseadas em analises com bioindicadores

como fitoplancton, macroalgas, angiospermas, invertebrados bentonicos e peixes. Destes
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bioindicadores, as aberra¢des cromossomicas (AC), anormalidades nucleares (AN) e a presenca
de micronicleos (MN) sdo os biomarcadores mais frequentes, sendo indicados até mesmo para
avaliacao das condicoes de saude de seres humanos (SAKLY et al., 2013).

As AC representam pequenos percentuais da grande quantidade de mudangas que
acontecem no DNA cromossomico, as quais refletem na enorme plasticidade do genoma, que
podem estar relacionadas com as caracteristicas evolutivas de uma determinada espécie (OBE et
al., 2002). Ja as AN, inicialmente descritas por Carrasco et al. (1990), sdao alteragdes que podem
ser induzidas por acio de contaminantes (CAVAS; ERGENE-GOZUKARA, 2005b;
HOSHINA et al., 2008; GALINDO; MOREIRA, 2009; BENINCA et al. 2012). Por esta razio, a
presenca do micronucleo é considerada um biomarcador bastante confiavel para a identificagao e
quantificacdo de danos genotéxicos e mutagénicos promovidos por amostras ambientais ou em
ambiente simulados por laboratério (CAVAS; ERGENE-GOZUKARA, 2005a).

Na revisao realizada por Leme; Marin-Morales (2009), as espécies Alium cepa (cebola),
Vicia faba (fava), Zea mays (milho), Tradescantia, Nicotiniana tabacum (tabaco), Crepis capillaris (barba-
de-falcao) e Hordeum vulgare (cevada) sdo citadas como as mais utilizadas em avaliagdio ambiental.
No entanto, segundo esses mesmos autores, dentre as espécies citadas, a espécie A. cepa destaca-
se na identificacao de danos cromossomicos e distirbios no ciclo mitético, além de ser altamente
sensivel na deteccio de quimicos ambientais. Atualmente existem trabalhos diversificados que
utilizam A. cepa como organismo-teste, dentre eles, estudos de toxicidade (BARBERIO et al.,
2009; HERRERO et al., 2012) e estudos de genotoxicidade e mutagenicidade (CARITA;
MARIN-MORALES, 2008; LEME; MARIN-MORALES, 2008, HOSHINA; MARIN-
MORALES, 2009; OLORUNFEMI et al., 2011; SOBRAL et al., 2013; SOUZA et al., 2013). Por
meio da analise das células meristematicas de cebola é possivel avaliar endpoints (evidéncias) de
citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade de diversas substancias (FERNANDES et al,,
2007, FERNANDES et al., 2009; ROBERTO, 2009; MAZZEO et al., 2010; MAZZEO et al.,
2011; VENTURA-CAMARGO et al., 2011; PAKRASHI et al., 2014) e de amostras ambientais
(CARITA; MARIN-MORALES, 2008; HOSHINA; MARIN-MORALES, 2009; RADIC et al.,
2010; ALVIM et al., 2011; BIANCHI et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2012; SOBRAL et al., 2013).

Nas ultimas décadas, o uso de peixes como organismos-teste tornou-se popular, pois é
tido como um dos modelos mais apropriados para o monitoramento de substancias quimicas
presentes nos ecossistemas aquaticos (CAVAS; ERGENE-GOZUKARA, 2005b). Os peixes,
além de serem muito susceptiveis aos efeitos de contaminantes aos quais sio expostos Nos
ambientes aquaticos, eles respondem de maneira similar aos vertebrados superiores (MIR et al.,

2014). Os parametros genotdxicos sao os biomarcadores mais valiosos dos peixes para avaliacio
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ambiental, pois as alteracdes de origem genotdxicas permitem determinar com mais eficiéncia a
contaminacao de um ecossistema, mesmo que existam baixas concentragoes de um poluente
(SCALON et al.,, 2010). Dentre as espécies de peixes utilizadas, a espécie Oreochromis niloticus
(tilapia do Nilo) ¢ utilizada por diversos grupos de pesquisa de todo o mundo (MATSUMOTO et
al., 2006; HOSHINA et al., 2008; HOSHINA; MARIN-MORALES, 2010; MELO et al., 2014;
BAMINI et al., 2014).
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2. OBJETIVOS

Considerando o exposto anteriormente, ¢ o fato da regiao estudada pertencer a uma

importante bacia hidrografica do estado de Sio Paulo, a Bacia dos rios Piracicaba, Capivari e

Jundiai (PCJ), que apresenta alta densidade demografica e inimeras industrias ali instaladas, além

da maior refinaria de petrédleo do pais (refinaria de Paulinia), este trabalho teve como objetivo

realizar um monitoramento integrado e detalhado, sob o ponto de vista fisico, quimico e

ecotoxicologico dos rios Jaguari e Atibaia e das aguas servidas desta empresa do petroleo, situada

em Paulinia-SP. Pela importancia da area e dos recursos hidricos envolvidos e pela insuficiente

fiscalizacao realizada pelos 6rgaos ambientais responsaveis, este trabalho buscou:

Avaliar, por meio de analises quimicas, as concentracdes de alguns metais e de substancias
toxicas presentes nos recursos hidricos sob influéncia da refinaria de petréleo, desde a
captacao no rio Jaguari, bem como das aguas servidas da refinaria e do rio Atibaia, antes e
apos o lancamento do efluente da refinaria neste rio;

Investigar o potencial citotoxico (analise de morte celular e indice mitético), genotdxico
(andlise de aberragoes cromossdmicas) e mutagénico (andlise de células micronucleadas) das
amostras de agua coletadas na area de influéncia da refinaria, em células meristematicas do
vegetal bioindicador Alium cepa;

Investigar o potencial citotoxico (analise de morte celular), genotéxico (analise de
anormalidades nucleares) e mutagénico (analise de células micronucleadas) das amostras de
agua, coletadas na area de influéncia da refinaria, em eritrécitos do peixe bioindicador
Oreochromis niloticus,

Investigar os impactos no rio Atibaia, por meio da exposi¢io 7 situ de espécimes de
Oreochromis niloticus em um ponto localizado a 200 metros a montante e outro localizado a 300

metros a jusante do local de langamento do efluente da refinaria (rio Atibaia);
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* Avaliar a eficiéncia do sistema de tratamento das aguas servidas da refinaria de petréleo, por
meio de testes quimicos e biolégicos e por testes adequados para analises multivariadas;

* Realizar uma andlise integrada entre os dados fisicos, quimicos e ecotoxicoldgicos, para
estimar as relacOes existentes entre esses dados com as atividades da refinaria e de outros
provaveis contribuintes no impacto dos recursos hidricos estudados;

* Avaliar a correlacdo dos resultados bioldgicos com os resultados fisicos e quimicos, por meio

de teste de correlacao multifatorial canonica.
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3. REVISAO DE LITERATURA
3.1. Petroleo

O petroleo e seus derivados tém sido considerados um dos maiores contaminantes da
atualidade. Devido a sua extragao, transporte e utilizagao como fonte primaria de energia e como
matéria-prima para diversos produtos, muitos pesquisadores tém estudado os possiveis impactos
destes compostos sobre o ambiente e os seres humanos (MAZZEO et al, 2011). A
contaminacao do solo e das aguas pelo petrdleo, a partir de industrias petroquimicas e outras
atividades relacionadas, tem provocado desastres ecologicos e trazido preocupa¢io com o
ambiente e com a saude publica (LIU et al., 2011).

O refino do petrdleo é um processo essencial para converter sua forma bruta em
subprodutos como gasolina, diesel e o gas liquefeito (SANTO et al., 2012). Durante o refino do
petréleo bruto, ¢ usada uma grande quantidade de agua que gera um grande volume de efluente.
Esse efluente, mesmo tratado, pode conter muitos compostos que apresentam um sério potencial
poluidor, como fendis, Oleos e graxas, sulfetos, amoénia, matérias organicas e Inorganicas
(dissolvidas ou particuladas) e hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, mais conhecidos como
HPAs (HOSHINA; MARIN-MORALES, 2009; SANTO et al., 2012).

Os efluentes produzidos pela inddstria do petréleo, pela toxicidade que apresentam,
demandam tratamentos fisicos e quimicos, seguido de tratamento biolégico, para poderem ser
lancados em um recurso hidrico (SANTO et al., 2012). Porém, ainda que sejam tratados e alguns
componentes sejam reutilizados pelas refinarias, o efluente final pode conter agentes genotoxicos
(CAVAS; ERGENE-GOZUKARA, 2005b).

Estes compostos lancados no ambiente podem ser nocivos a biota local, provocando

efeitos deletérios aos mesmos. Deste compostos, uma série deles é capaz de interagir com o
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DNA, induzindo alteragdes em células somaticas e reprodutivas, o que pode comprometer a
propria comunidade exposta a esses contaminantes, como também a sua descendéncia. Testes de
genotoxicidade podem detectar a presenca de compostos capazes de promover danos primarios
ao DNA dos organismos, cujos resultados podem servir de alerta para problemas ambientais
futuros (SOUZA; FONTANETTI, 2012).

Embora o homem seja hoje dependente do petrdleo, sua utilizagao traz riscos a0 meio
ambiente, desde o processo de extragio, transporte e refino, até o consumo de seus derivados.
Dentre as medidas aplicadas para reduzir o risco de uso do petrdleo, estd o monitoramento
ambiental das regides onde acontecem as diversas atividades petroliferas, pois esta pratica se
caracteriza em uma estratégia importante para se avaliar os possiveis impactos ambientais

associados a este setor.
3.2. Genotoxicidade

A avaliagdo do risco ecoldgico de ecossistemas aquaticos tem sido, cada vez mais,
incentivada, porque esses estudos sao capazes de indicar os impactos que um ou mais agente
estressor, como fatores fisicos, quimicos e biologicos, pode promover em um dado ecossistema
(KANG et al., 2014).

Para a identificacdo de possiveis agentes genotoxicos ambientais, as agéncias regulatorias
recomendam, no minimo, dois ou trés tipos de testes de genética toxicoldgica, para que sejam
avaliados, pelo menos, dois mecanismos de danos genéticos como, por exemplo, mutagoes
génicas e danos cromossomicos (THYBAUD et al., 2007).

A avaliagao dos contaminantes ambientais presentes nos recursos hidricos ¢é feita por
meio de testes desenvolvidos com bioindicadores genéticos, sendo geralmente utilizados
diferentes organismos aquaticos, capazes de detectar os efeitos ambientais desses agentes toxicos
(LEMOS et al,, 2007). Os peixes tém recebido grande destaque quanto ao seu uso como
bioindicadores da polui¢ao de recursos hidricos pois, além de representar o nivel tréfico final na
cadeia alimentar dos ecossistemas aquaticos, eles reagem, efetivamente, as mudangas ambientais.
Por esta razao, os peixes sao considerados excelentes bioindicadores, por serem sensiveis as
alteragdes ambientais. Como esses organismos sio dependentes do ambiente aquatico para
sobreviver, eles podem se expor continuamente a um dado agente genotoxico presente no

recurso hidrico e, assim, apresentar alteracdes no seu material genético (LEMOS et al., 2007).
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3.3. Oreochromis niloticus como organismo-teste

A analise de alteracdes no DNA dos organismos aquaticos tem se mostrado um método
de alta confiabilidade para avaliar a presenca de contaminantes no ambiente, pois uma grande
diversidade de espécies reagem a baixas concentragoes de poluentes (BIAGINI et al., 2009).

Segundo Mir et al. (2014), os peixes possuem uma grande habilidade em metabolizar
xenobidticos e acumular poluentes e, além disso, eles participam diretamente da cadeia alimentar
aquatica, geralmente como o nivel tréfico mais superior do sistema.

Os peixes também apresentam uma variedade de biomarcadores, sendo que os
parametros genotoxicos estao entre os mais valiosos para a avaliagdo do risco ambiental
(SCALON et al., 2010). Estes organismos respondem aos agentes genotoxicos de maneira similar
aos vertebrados superiores, 0 que os tornam 6timos organismos-teste para avaliar substancias
possivelmente genotoxicas, mutagénicas e carcinogenicas (LEMOS et al., 2007). De acordo com
Kienzler et al. (2013) e Mir et al. (2014), os peixes sao mais sensiveis a inducido de danos
genotdxicos e mutagénicos, pois possuem o sistema de reparo do DNA mais lento, quando
comparados aos mamiferos. Isso os torna excelentes organismos sentinela para os estudos de
monitoramento ambiental, quando ha a inten¢do de avaliar a possivel presenca de contaminantes
nos recursos hidricos (MIR et al., 2014).

De acordo com Biagini et al. (2009), a espécie Oreachromis niloticus (Perciformes: Cichlidae)
¢ comumente encontrada em diversos estuarios do mundo. Estes peixes sdo particularmente
importantes na regiao sudeste do Brasil, pois sdo muito comercializados e consumidos,
principalmente no Estado de Sao Paulo. Esta espécie é também uma das mais utilizadas em
estudos de genotoxicidade e mutagenicidade, devido a sua sensibilidade a diversas classes de
contaminantes ambientais (SOUZA; FONTANETTI, 2012).

Os eritrécitos dos vertebrados inferiores, como os dos peixes, sao nucleados e sofrem
divisao celular durante sua circulagdo. Por isso, estas células sdo aplicaveis para a detecgao de
anormalidades nucleares (AN) e micronucleos (MN), que podem ser imediatamente contados em

laminas de extensoes sanguineas (FUZINATTO et al., 2013).
3.3.1. Teste de anormalidades nucleares em peixes

A presenca de anormalidades nucleares (AN) nos eritrécitos de peixes representa um
efeito genotdxico consideravel (AZEVEDO et al.,, 2012) e pode complementar as informagoes
obtidas pelo teste do micronticleo (CAVAS; ERGENE-GOZUKARA, 2005).

O teste de AN foi descrito pela primeira vez por Carrasco et al. (1990), que classificaram

as alteracSes em células binucleadas, nicleos lobulados e nucleos do tipo blebbed e notched. No
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entanto, devido a classificagdo parecer confusa e faltar padronizacao, Strunjak-Perovic et al.
(2009) afirmam que esta classificagao parece nio ter sido bem aceita pela comunidade cientifica.
Contudo, apesar de algumas contradi¢oes, diversos trabalhos avaliam a frequéncia de AN como
paraimetro de genotoxicidade (CAVAS; ERGENE-GOZUKARA, 2005b; SOUZA,
FONTANETTI, 2006; HOSHINA et al., 2008; AZEVEDO et al., 2012; MELO et al., 2014).

As causas da formacao das AN ainda nao sao completamente conhecidas mas, de acordo
com Ozkan et al. (2011), a ocorréncia das AN pode estar relacionada a uma tentativa da célula
eliminar do nacleo qualquer material genético amplificado. As células portadoras de AN podem
estar associadas a eventos de aneuploidia, originadas, provavelmente, da falha na sintese de

tubulinas ou ainda da agdo de substancias aneugénicas, que comprometem a formagao do fuso

mitético (OZKAN et al., 2011).
3.3.2. Teste do micronicleo em peixces

O micronucleo (MN) ¢ considerado uma massa de cromatina presente no citoplasma com
a aparéncia de um pequeno nudcleo, que deriva de fragmentos cromossémicos ou de
cromossomos inteiros, perdidos durante a divisio celular. Como sao derivados de aberragoes
cromossOmicas estruturais e¢ numéricas, seu aparecimento pode ser decorrente de efeitos
aneugénicos ou clastogénicos, promovidos por uma ampla variedade de agentes fisicos, quimicos
e biolégicos (SERIANI et al., 2012).

O teste do micronicleo é considerado um ensaio citogenético, pois leva em consideracio
a evidéncia de danos cromossémicos ocorridos na célula, por meio de experimentos
desenvolvidos em testes 7z vivo e in vitro. Geralmente, os cromossomos de peixes e de outros
organismos aquaticos sao relativamente pequenos em tamanho, mas grandes em numero, o que
torna dificil a andlise de aberracdes cromossomicas (OHE et al., 2004).

Entre os diversos protocolos existentes para avaliar os efeitos genotoxicos em peixes, O
teste do MN ganha destaque pela sua facilidade de aplicagio e interpretacio (CAVAS;
ERGENE-GOZUKARA, 2005b). Este ensaio tem sua importancia, devido a sua rapidez,
sensibilidade e confiabilidade, além de nao necessitar de equipamentos e reagentes onerosos para
a sua realizacdo. Quando o teste ¢ realizado com sangue periférico, ¢ o material ¢ corado pela
reacao de Feulgen, a frequéncia de micronicleo pode ser rapidamente avaliada por meio do uso
de um microscépio de luz, geralmente em um aumento de 1.000X (FONTANETTT et al., 2010).

Os critérios de andlise do MN foram padronizados por Fenech et al. (2003), que
determinam que o MN deve ter o didmetro entre 1/16 e 1/3, em relacio ao diametro do nuicleo

principal, deve ter formato redondo ou oval, nao pode ser refringente e deve ser facilmente
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diferenciado de um artefato derivado da colora¢ao, nao pode estar ligado ou conectado ao nicleo
principal e ainda deve estar bem delimitado, sem sobrepor ou tocar o nucleo principal.

O teste do MN nio consiste apenas na mera observacao das frequéncias de células
micronucleadas, mas sim na variacao destas frequéncias, principalmente quando diferentes
amostras de material estio sendo avaliadas. Normalmente, essa comparagao ¢ feita entre animais
“controle”, cujas condi¢cdes e meio de exposicao sao controlados, e animais “expostos”, que sio
aqueles submetidos ao alvo do estudo (ex. aguas coletadas nos recursos hidricos, substancias
quimicas e agentes fisicos, alimentos, entre outros) (UDROIU, 2006).

Devido a facilidade de realizacao do teste do micronucleo, este ensaio tem sido utilizado
por diversos pesquisadores, com o sistemas-teste de peixes, para diferentes propositos, o que o
torna valido e recomendado para estudos de genotoxicidade e mutagenicidade (RODRIGUEZ-
CEA et al, 2003; CAVAS; ERGENE-GOZUKARA, 2005b; MATSUMOTO et al., 2006;
HOSHINA et al,, 2008; OZKAN et al,, 2011; AZEVEDO et al., 2012; SERIANI et al., 2012;
FUZINATTO et al., 2013; MELO et al., 2014).

3.4. Teste de aberragdes cromossdmicas em A4 /lium cepa

Dentre as espécies de vegetais superiores utilizadas em estudos de avaliagio de
genotoxicidade, Alium cepa se destaca nos testes de danos cromossomicos e disturbios no ciclo
mitético, por possuir cromossomos grandes ¢ em pequena quantidade (2n=106) e mostrar grande
sensibilidade na detec¢do de substiancias quimicas ambientais (LEME; MARIN-MORALES,
2009). Ainda segundo esses autores, essa espécie pode ser usada para avaliacao de varios efeitos
toxicologicos, como os de citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade, de amostras
ambientais e substancias quimicas isoladas.

As aberrag¢oes cromossomicas (AC) sao caracterizadas por mudangas tanto na estrutura
cromossomica quanto no numero total de cromossomos, podendo ocorrer espontaneamente nas
células ou ser induzidas por agentes externos. As alteracOes estruturais podem ser derivadas de
quebras, inibicdo na sintese ou na replicag¢ao errada do DNA, enquanto as alteragdes numéricas
podem ser oriundas da segregacao anormal dos cromossomos (ALBERTINI et al., 2000).

A analise das AC ndo ¢ tao simples, devido as diferentes fases do ciclo de divisdo celular,
mas de acordo com Leme; Marin-Morales (2009), existem protocolos que delimitam a analise,
baseando-a apenas em anafase e teléfase. No entanto, o protocolo incialmente proposto
determina a andlise de todas as fases, e isso permite uma melhor investigacio dos efeitos
provocados pela amostra testada, pois pode indicar atividades clastogénicas ou aneugénicas, €

ainda indicar alteragdes no desenvolvimento do organismo-teste (BOLLE et al, 2004).



Revisdo de Literatura 13

Resumidamente, AC como pontes e quebras cromossomicas sao indicativos de agao clastogénica,
enquanto perdas, atrasos e aderéncias cromossOmicas, multipolaridade e C-metafases sdo
resultantes de agao aneugénicas (LEME; MARIN-MORALES, 2009).

Nos trabalhos de Fernandes et al. (2007; 2009), os autores demonstraram a atividade
aneugénica do herbicida trifluralina, por meio do organismo-teste Alium cepa. Neste trabalho,
foram analisadas as células durante todo o ciclo celular, o que permitiu inferir quais foram os
mecanismos de a¢ao do agente quimico sobre a estabilidade celular. J4 no trabalho de Bolle et al.
(2004), os autores investigaram o potencial clastogénico da atrazina sobre o sistema-teste de 4.
cepa, simplesmente analisando as alteracOes encontradas durante a metafase, anafase ou teléfase.
Estes resultados corroboram a informacao divulgada por Leme; Marin-Morales (2009), sobre as
formas de andlise dos resultados e a relacio dos mesmos com os mecanismos de acao.

Sao diversos os usos do sistema-teste de A. cepa para a analise de AC e MN, que vio
desde estudos de substancias isoladas (ex. herbicidas, pesticidas) (FERNANDES et al., 2009;
BOLLE et al.,, 2004; FERETTT et al., 2007), passando por compostos naturais (ex. propolis)
(ROBERTO, 2009; SOLIMAN, 2001) até amostras ambientais (ex. aguas supetficiais, lodo de
esgoto, material lixiviado, solo contaminado) (SRIVASTAVA et al., 2005; CARITA; MARIN-
MORALES, 2008; HOSHINA; MARIN-MORALES, 2009; BIANCHI et al., 2011; OLIVEIRA
et al., 2012; SOBRAL et al., 2013; KLAUCK et al., 2013), o que torna este sistema-teste bastante

confiavel com endpoints reconhecidos.
3.5. Correlagao Multivariada Canénica

A analise da correlagdo candnica (CCa) ¢ vista como o teste multivariado equivalente ao
uso da andlise por regressao, pois apresenta varias respostas ao invés de resposta unica. Neste
teste, as variaveis sao separadas em dois grupos correlacionados entre si, apresentando como
resultado valores que determinam o grau de correlacao entre cada parametro de cada grupo
(SPARKS et al., 1999).

Chen et al. (2003) utilizaram a CCa para investigar a relagao entre a toxicidade de um solo,
quanto a concentracao de metais pesados, e seus efeitos nas variaveis biologicas da planta de
trigo. Os autores concluiram, a partir dos resultados da correlacio, que quanto maior for a
concentragao dos metais no solo, maior sera o efeito toxico sobre os vegetais a ele expostos. Pelo
fato de este resultado ser coerente, os autores sugerem a implantacao desta metodologia para
qualquer tipo de avaliagao ambiental, desde que as multivariaveis tenham um papel importante na

qualidade do ambiente e estejam relacionados com a origem dos efeitos biologicos na biota.
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No trabalho de Cao et al. (1999), os autores testaram a correlacio multivariada entre dois
grupos de parametros fisicos e quimicos, obtidos para as aguas de rios do Canada, a fim de tentar
sugerir uma regulamentaciao mais eficiente no controle da qualidade dos recursos hidricos. No
entanto, apesar de terem obtido boas correlacSes, os autores sugeriram bastante cautela na forma
de interpretacao dos resultados. Muitas vezes os padroes de qualidade de agua sao baseados
apenas em uma espécie testada, e isso pode ser insuficiente para proteger toda uma popula¢iao ou
comunidade aquatica, além de diferentes regulamentagdes serem encontradas para diferentes
regides ou paises.

Vialle et al. (2011) também utilizaram-se de correlagbes multivariadas para tentar
determinar os principais responsaveis pela contaminacao de aguas das chuvas recuperadas por
sistemas de captacgao instalados em telhados. Deste modo, os autores concluiram que trés grupos
principais de parametros devem ser analisados, para se assegurar a auséncia de contaminantes nas
amostras de agua.

Alguns pesquisadores tém criticado a analise multivariada, pois raramente geram
resultados que condizem com o bom-senso do conhecimento (FORE et al.,, 1996). Enquanto
isso, outros sugerem que a analise multivariada pode ser uma ferramenta util nos estudos de
ecotoxicologia e da qualidade dos ambientes, por auxiliar na indicacao de quais parametros mais
interferem na biota, e, por isso, deve ser melhor estudada (CAO et al.,, 1999; CHEN et al., 2003;
VIALLE et al., 2011).

3.6. Caracterizacao da area de estudo

A refinaria de petrdleo estd localizada na cidade de Paulinia e foi inaugurada em 1972, na
area de uma antiga fazenda, a 118 km da capital do Estado de Sao Paulo, entre os rios Jaguati e
Atibaia (PETROBRAS, 2014). Estes rios estao fazem parte da Bacia dos rios Piracicaba, Jundiai e
Capivari, conforme ilustrado na figura 1.

A area de abrangéncia das Bacias dos rios Piracicaba, Jundiai e Capivari (PCJ)
compreende uma area hidrografica de 15.303,67 km®, com mais de 90% dela pertencente ao

estado de Sao Paulo e o restante localizado no estado de Minas Gerais (CBH-PC]J, 2013).
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Figura 1 — Localizacio da refinaria de petroleo, localiza em Paulinia/SP, entre os rios Jaguati e
Atibaia.
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Fonte: elaborado pelo autor.

As aguas do rio Jaguari nascem no estado de Minas Gerais, nos municipios de Sapucai-
Mirim, Camanducaia e Itapeva. Sua bacia atravessa quatro municipios mineiros e quinze paulistas,
tornando este um rio Federal, que flui do leste para o oeste do pafs. Ao entrar no territorio
paulista, o rio é represado para integrar o Sistema Produtor de Agua Cantareira, responsavel por
abastecer nove milhdes de habitantes da regiao metropolitana de Sao Paulo (CBH-PC]J, 1997).

Ja o rio Atibaia percorre 16 municipios paulistas, dos quais poucos possuem sistema de
tratamento de esgoto, e atravessa uma area de intenso desenvolvimento populacional, industrial e
agrondmico, que usa intensamente as suas aguas. A regido de Paulinia, além de abrigar a maior
refinaria de petréleo brasileira, também ¢é ocupada por diversas industrias (ex. quimicas e de
fabricacao de papel). Este rio, contudo, é fonte de abastecimento de diversas cidades da regido
como, Sumaré e Paulinia (CBH-PCJ, 1997). Essa combina¢ao de contaminantes e poluentes
gerados pelas atividades antropicas deixa o rio Atibaia comprometido, quanto a manuten¢ao da
sua biota.

Quando o rio Jaguari encontra-se com o rio Atibaia, ¢ formado, na cidade de
Americana/SP, o tio Piracicaba, cujo curso segue passando pela cidade de Limeira até o
municipio de Barra Bonita/SP, onde encontra-se com o rio Tieté. Deste modo, é possivel inferir
que o rio Piracicaba ¢ ainda mais comprometido na qualidade de suas 4guas, pois recebe aguas

contaminadas na sua formacao e efluentes nao tratados durante o seu curso.



Material e Métodos

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material

16

Os materiais avaliados neste trabalho foram amostras de aguas coletadas nos rios Jaguari e

Atibaia, bem como de amostras de agua servidas da refinaria de Paulinia-SP.

Durante os anos de 2009, 2010, 2011, 2012 e 2013 foram realizadas dezoito coletas de

agua referentes ao total de 16 estagOes sazonais, conforme o quadro 1.

Quadro 1 — Coletas de agua realizadas no entorno e no interior da refinaria de petrdleo e
respectivos organismos-teste utilizados.

- Organismo-teste
Ano Estagio  Data de Coleta —
A. cepa  O. niloticus
2009 Primavera 21 de outubro N -
Verio 10 de fevereiro v -
Outono 10 de maio v -
2010
Inverno 02 de agosto v -
Primavera 25 de outubro N -
Verio 14 de marco N -
Outono 09 de maio v -
2011 .
Inverno 04 de julho Ng -
Primavera 05 de dezembro Ng v
Verao 30 de janeiro v N4
Outono 17 de abril N v
2012 Inverno 18 de julho - v
25 de julho Ng -
Primavera 23 de outubro Ng v
Verio 01 de fevereiro v v
Outono 17 de maio v -
2013 .
16 de julho - v
Inverno 27 de agosto Ng -

Fonte: elaborado pelo autor.
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Para a coleta das aguas, foram estabelecidos sete pontos de coleta no entorno e no

interior da refinaria, conforme apresentado na figura 2.

Figura 2 — Esquema representando a localizacio da refinaria de petréleo de Paulinia/SP, entre
os rios Jaguati e Atibaia.

Lagoa de Estabilizagio

Fonte: elaborado pelo autor.

CR]J - area de captacido de 4gua da refinatia no rio Jaguari; TFQ — saida do tratamento fisico-quimico e entrada do
tratamento biolégico; ETB — saida da estacdo de tratamento biologico e entrada da lagoa de estabilizagdo; LE-E —
saida da lagoa de estabilizagdo (efluente tratado da refinaria); MRA — area do rio Atibaia a 200 metros a montante do
local de despejo do efluente (este também serviu para a exposicdo do experimento 7 situ); JRA1 — area do rio Atibaia
a 300 metros a jusante do local de despejo do efluente (este também serviu para a exposicdo do experimento 7 situ);
JRA2 — drea do rio Atibaia a 800 metros a jusante do local de despejo do efluente.

As referéncias geograficas dos pontos de coleta podem ser observadas no quadro 2.

Quadro 2 — Localizagiao geografica dos pontos de coleta.

Ponto Latitude (S) Longitude (W)
CRJ 22° 69’ 66” 47° 12’ 287
TFQ 22° 44 18.5” 47° 07 22.5”
ETB 22° 44> 467 47° 07 227
LE-E 22° 44> 427 47° 07 26”
MRA 22° 44> 467 47° 07 227
JRA1 22° 44 277 47° 07 33”
JRA2 22° 44 22.3” 47° 07 40.8”

Fonte: elaborado pelo autor.
Dados obtidos no equipamento GPS Garmin eTrex (Garmin Ltd.).
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Os materiais biolbgicos constituiram-se de sementes de AZium cepa (cebola), da variedade
baia periforme, de lotes testados pelo fabricante ISLA Sementes Ltda. (Porto Alegre/RS —
Brasil), com indice de germinagdo maior que 90%, e por espécimes de O. niloticus (tilapia) obtidos
em pisciculturas certificadas da regido de Rio Claro/SP e mantidos nos tanques localizados no

Jardim Experimental do Instituto de Biociéncias da UNESP, até seu processamento.
4.2. Métodos
4.2.1. Bioensaios com sementes de Allium cepa

Os ensaios com A. cgpa foram desenvolvidos expondo 100 sementes, de maneira
continua, em placas de Petri recobertas com papel de filtro embebido com as amostras de aguas
coletadas no entorno e no interior da refinaria, ao controle positivo (metilmetano sulfonato -
MMS) e ao controle negativo (CN - agua ultra pura). As placas foram mantidas em estufas
incubadoras com temperatura controlada a 22+2°C, até a germinacao das sementes e crescimento
das radiculas a aproximadamente 1,5 cm de comprimento. Foram utilizados aproximadamente
5 mL das amostras durante todo o periodo de germinacio, assim como foram utilizados 5 mL de
agua ultrapura para o CN e 5 mL da solu¢ao de MMS para o CP.

Quando as radiculas atingiram o tamanho ideal, elas foram coletadas e fixadas em Carnoy
I (alcool/acido acético - 3:1 v/v) por 24 horas, hidrolisadas em HCI 1N a 60°C, por oito minutos
e, imediatamente, submetidas a coloragao em reativo de Schitf, por duas horas. Apds a coloragao,
foram confeccionadas 15 laminas com os meristemas, contracorados com uma gota de carmim-
acético (2%). As laminas foram recobertas com laminula e os meristemas prensados suavemente
para um melhor espalhamento do material. As laminulas foram retiradas por meio do
congelamento em uma rapida imersao em nitrogenio liquido e, apds secagem overnight, as laminas
foram montadas com resina sintética, para serem, posteriormente, analisadas.

Os testes controle foram desenvolvidos a partir da germina¢do das sementes em agua
ultrapura (controle negativo - CN) e em solu¢ao aquosa de metilmetano sulfonato (MMS, Sigma-

Aldrich, CAS 66-27-3 / controle positivo — CP) a 4 x 10" M.
4.2.1.1. Andlise dos resultados

Para a analise das aberracoes cromossomicas e nucleares (AC), foram considerados
diferentes tipos de anormalidades (perdas, fragmentos, pontes, atrasos cromossOmicos entre
outros) nas diferentes fases da divisdo celular (préfase, metafase, anafase, teléfase). No entanto,
as diferentes aberra¢oes encontradas foram reunidas em um s6 grupo, considerado como endpoint

de genotoxicidade. Para avaliar os efeitos mutagénicos, foram contabilizadas células
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micronucleadas (MN). O indice mit6tico (I.M.), relacionado com o nimero de células em divisao
e a frequéncias de células em processo de morte celular (citoplasma e/ou nucleo vacuolizado,
nucleo heteropicnético, entre outros), serviram como critério de avaliagdo de citotoxicidade,
constituindo um terceiro parametro de avaliaciao. O indice mitético foi calculado pela razao entre
o numero total de células em divisio contabilizadas e o total de células observadas, cujo resultado
foi multiplicado por 100 para a obtengao da porcentagem deste indice.

A analise destes parametros se deu pela contagem de cerca de 500 células por lamina, em
microscopio de luz (aumento de 400X), sendo dez laminas para cada ponto de coleta, totalizando

5.000 células por amostra avaliada.

4.2.2. Bioensaios com espécimes de Oreochromis niloticus

Os espécimes juvenis de O. niloticns, de aproximadamente 10 cm de comprimento,
adquiridos em pisciculturas com comprovagao de qualidade dos peixes, foram aclimatados e
mantidos nos tanques do Jardim Experimental do Instituto de Biociéncias da UNESP, campus
de Rio Claro/SP, onde foram alimentados com racdo especifica e submetidos a dgua acrada e
livre de cloro. Como estes tanques encontram-se dentro de estufas vegetativas, a temperatura
ambiente manteve-se em torno de 22+4°C.

Para a realizacdo dos experimentos, foram montados oito grupos experimentais (CN e
sete amostras ambientais — Figura 3), com sete peixes aclimatados em aquario com a capacidade
de 20 litros e mantidas no Biotério do mesmo instituto, a 26°C, por 72 horas, com fotoperiodo
de 12 horas de claro/escuro. O CN foi realizado com 4gua do poco artesiano da UNESP, tratada
mas livre de cloro. Devido a conhecida toxicidade das aguas proveniente do ponto TFQ, devido
a analises anteriores, as amostras foram diluidas em 4gua de poco artesiano na proporcao de 2:1
(v/v - agua de poco/amostra). Embora ndo tenha sido realizado um controle positivo, estudos
anteriores demonstram a sensibilidade do organismo-teste para este tipo de avaliacio (SOUZA;
FONTANETTI, 2006; 2012; HOSHINA et al., 2008; HOSHINA; MARIN-MORALES, 2010;
MELO et al., 2014).
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Figura 3 — Aquarios utilizados para a exposi¢ao dos espécimes de O. niloticus, durante o periodo
de 72 horas.

Fonte: elaborado pelo autor.

Além da exposicao realizada em aquarios, houve a exposicao # situ, por 72 horas, onde
dez espécimes de O. niloticus foram colocados diretamente em dois pontos do rio Atibaia: um a
montante (na mesma area do ponto MRA) e outro a jusante (na mesma area do ponto JRA1). O
transporte dos peixes foi feito por meio de caixas especiais, com aeragao constante, tanto para a
colocagao quanto para a retirada dos peixes do local.

Todas as exposi¢oes foram realizadas com um nimero amostral superior (sete espécimes
para a exposicao ex sitn e dez para a exposicao /i siti), suficiente para garantir um minimo de
cinco peixes para cada amostra coletada ou para cada exposigao 7 situ.

Decorridas 72 horas de exposi¢ao, os peixes foram submetidos a puncdo cardiaca, para
coleta de amostras de sangue, utilizando-se seringas descartaveis de volume de 1 ml,
previamente puncionadas com anticoagulante (heparina sédica — CAS 9041-08-1 —
5.000 UI/mL). Os peixes submetidos a exposicio iz situ foram adequadamente transportados até
o laboratério para seu processamento. Apds a retirada do sangue, os animais foram
acondicionados em gelo e, posteriormente, em freezer para realizagao do descarte adequado,
enquanto as seringas foram protegidas da luz e acondicionadas em gelo, até a confeccao das
laminas.

As laminas foram confeccionadas por meio de extensdes sanguineas, sendo a primeira
gota descartada, para evitar contamina¢ao do material. Foram realizadas 4 extensdes sanguineas
para cada espécime, que foram fixadas em etanol absoluto por dez minutos. Apds o perfodo de
secagem de 24 horas, as laminas foram submetidas a hidrélise acida em HCl 1IN a 60°C, por
11 minutos e, imediatamente, submetidas ao reativo de Schiff por duas horas. Depois de coradas,

as laminas foram lavadas para se retirar o excesso do reativo e para interromper a reagao.
4.2.2.1. Andlise dos resultados

As analises de anormalidades nucleares foram baseadas nos critérios estabelecidos por

Carrasco et al. (1990). Porém, foi feita uma modificagdo na nomenclatura para o portugués e na
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caracterizacao das anormalidades, devido a falta de padronizacdo por parte dos autores citados e
pelo fato da classificagdo nao ter sido bem aceita pela comunidade cientifica (STRUNJAK-
PEROVIC et al., 2009). Deste modo, as células portadoras de invaginagdes, evaginagoes, brotos
nucleares e as células binucleadas foram consideradas evidéncias de danos genotoxicos. Células
portadoras de nucleo heteropicnético, de vacuolizagio de nucleo ou de citoplasma ou de
fragmentacdao nuclear foram consideradas como evidéncias de eritrécitos em processo de morte
celular, caracterizando em citotoxicidade. Sendo assim, apenas as células portadoras de
micronucleos (MN) foram consideradas como com caracterfstica de mutagenicidade.

A andlise destes parametros se deu pela contagem de 3 laminas por espécime, gerando um
total de 1.500 eritrécitos (500 células por lamina), com um total de 7.500 células analisadas por
amostra de agua de cada ponto de coleta. Os eritrocitos foram analisados em microscépio de luz,

em aumento de 1.000X.
4.2.3. Dados meteorologicos

Os dados meteoroldgicos, relativos as datas das coletas das amostras de agua, foram

obtidos junto a Estacio Meteoroldgica do Centro de Analise e Planejamento Ambiental

(CEAPLA/IGCE/UNESP), Rio Claro/SP.
4.2.4. Andlises fisicas e quimicas

As andlises fisicas e quimicas foram realizadas pelo Centro de Estudos Ambientais (CEA),
que ¢ uma unidade complementar da UNESP, campus de Rio Claro/SP, e pelo Laboratério de
Toxicidade de Aguas, pertencente ao Departamento de Bioquimica e Microbiologia, do Instituto
de Biociéncias deste mesmo campus da UNESP.

As coletas das amostras seguiram as normas da ABNT-NBR 9898, inclusive foram
seguidas as normas de seguranga pessoal, com o uso de luvas, mascara, 6culos, botas de borracha
e colete salva-vidas.

Para as analises fisicas e quimicas e para os ensaios bioldgicos foram utilizados galdes de
polietileno de 10 L, com 10 amostragens de cada ponto para obtencio de amostra composta
(maior representatividade). O material para analise do oxigénio dissolvido foi coletado
separadamente em frascos de vidro borosilicato, mantido sob baixa temperatura, com o uso de
gelo.

O material para analise microbiolégica foi coletado, separadamente, em frascos de vidro
com tampa de polipropileno contendo tiossulfato de sédio (Na,S,0; - 100 mg/L ou 0,1 mL de

uma solucao a 10%), usado como agente redutor para impedir a ag¢ao de cloro e outros
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halogénios. Para neutralizar os metais cobre ou zinco (> 1,0 mg/L) acrescentou-se 372 mg/L de
solu¢ao de sodio de etileno diamino tetra acético (EDTA), em pH 6,5, antes do uso. O
tiossulfato de sédio e a solu¢ao de EDTA foram previamente adicionados antes da esterilizacao
dos frascos. Durante a coleta, os frascos foram agitados para dissolucao dos sais, sendo as
amostras preservadas a 10°C e processadas ap6s 3 horas.

Para a realizagao da andlise de {ons, as amostras foram acidificadas com HNO; até pH <
2,0 (1,5 mL. HNO,/L de amostra). Apés acidificacio, as amostras foram estocadas a 4°C para
prevenir a alteracao de volume por evaporaciao. Nestas condigdes as amostras ficam estaveis por
até 6 meses (para a analise de mercirio recomendam-se apenas 5 semanas), mas, COmo a

concentra¢ao de metais geralmente ¢ baixa, as amostras foram analisadas rapidamente.
4.2.5. Andlrses estatisticas

Ap6s a obten¢ao dos resultados, os valores obtidos foram corrigidos, proporcionalmente,
para se estabelecer uma referéncia exata entre as diferentes contagens para um valor de 500
células contadas por lamina analisada (calculo realizado por regra de trés simples). Foi realizado
este procedimento para que a analise estatistica ficasse mais ajustada a realidade. Estes valores
corrigidos foram utilizados apenas para a analise estatisticas. Ja os graficos e/ou tabelas foram
determinados com as frequéncias dos resultados obtidos na analise.

Para a avaliacao do potencial citotdxico, genotéxico e mutagénico das amostras de aguas
de uma mesma estacio do ano, foi usado, o software GraphPad Prism 6.00 para Mac OS X
(GraphPad Software — La Jolla, California, EUA), e realizados os testes estatisticos de Kruskal-
Wallis, seguido pelo teste de Dunn de comparagao multipla, com a confiabilidade de 95% (p <
0.05). Para a exposicao  situ foi utilizado o teste de Mann-Whitney, com a confiabilidade de 95%
(» < 0.05).

Por fim, os dados de citotoxicidade, genotoxicidade e de mutagenicidade, de ambos os
organismos-testes (A. cepa e O. niloticus) foram submetidos a analise de correlacio multivariada
canonica (CCa), correlacionando-os com os dados fisicos e quimicos ou com os dados
meteorologicos, para se determinar os possiveis indutores das alteragdes. A andlise por CCa foi
feita com o software XLSTATO versio 2014.4.09 (Addinsoft SARL - Paris, Franca),
incorporado como macro ao Microsoft Excel® versao 2011 para Mac OS X (Microsoft

Corporation — Redmond, EUA).



Resultados 23

5. RESULTADOS

ARTIGO 1 - “Caracterizagio, importiancia e uso de parametros fisicos e quimicos
para avaliagdo da qualidade de aguas — uma revisio.”

Matheus Mantuanelli Roberto e Maria Aparecida Marin-Morales.

ARTIGO 2 - “O uso de Oreochromis niloticus na avaliagao do impacto de uma
refinaria de petréleo, por meio de anilises citogenéticas correlacionadas com
caracterizagao meteorolégica e dados fisicos e quimicos.”

Matheus Mantuanelli Roberto, Cristiane Sueli Talhiaferro de Araujo, Nadia Aline
Corroqué, Leonardo Ramos Anacleto, Marcia Miyuki Hoshina, Dejanira de Franceschi de

Angelis, Maria Aparecida Marin-Morales.

ARTIGO 3 - “Avaliagdo ambiental realizada por meio de analises citogenéticas,
integradas a dados fisicos, quimicos e meteorolégicos.”

Matheus Mantuanelli Roberto, Raquel Vaz Hara, Maria Tereza Pamplona Silva, Michele
Perisatto Berreta, Lais Roberta Deroldo Sommaggio, Dania Eliza Christofoletti Mazzeo, Dejanira

de Franceschi de Angelis, Maria Aparecida Marin-Morales.



Artigo 1 24

ARTIGO 1

“Caracterizagao, importancia e uso de parametros fisicos e quimicos para avaliagao da

qualidade de aguas — uma revisao.”

Matheus Mantuanelli Roberto' e Maria Aparecida Marin-Morales'”

1. Departamento de Biologia, Instituto de Biociéncias, UNESP — Rio Claro/SP.

*Autor correspondente: Avenida 24 A, 1515, Bela Vista, 13.506-900, Rio Claro/SP. E-mail:
mamm(@rc.unesp.br, TEL. +55 19 35264143.



Artigo 1 25

Resumo

A 4agua ¢ um recurso natural escasso no mundo, mas ¢ essencial para a manuten¢ao da
vida. Os recursos hidricos estao sofrendo a intensa influéncia das atividades antrépicas, tornando
raros os ambientes aquaticos isentos de alteragdes na qualidade de suas dguas e que possam ser
utilizados com seguranca. Na tentativa de evitar a contamina¢do e recuperar os ambientes
impactados, o homem utiliza ferramentas fisicas, quimicas e biolégicas para detectar os danos
causados a um corpo d’agua e, consequentemente, a saide ambiental e humana. Os parametros
fisicos e quimicos sdao vastamente utilizados em analises ambientais, porém pouco explorados
quanto aos seus reais significados em relacao a biota. A polui¢do altera as caracteristicas naturais
dos recursos hidricos e o monitoramento do ecossistema permite inferir a origem, as causas € 0s
meios de remoc¢ao dos diferentes contaminantes. Geralmente, sio avaliados os parametros como
o pH, temperatura, demanda quimica de oxigénio, oxigénio dissolvido e demanda bioquimica de
oxigénio, entretanto, estes e outros parametros nao devem ser considerados isolados.
InformacGes sobre as alteragdes nas caracteristicas da dgua ajudam a estabelecer tendéncias e
padrdes de contaminacdo, assim como permitem estimar os efeitos sobre os organismos vivos.
Deste modo, o objetivo desta revisao foi trazer algumas destas informagoes e servir como uma

ferramenta aos pesquisadores da area da ecogenotoxicologia.

Palavras-chaves: pH, temperatura, condutividade, turbidez, oxigénio dissolvido, demanda

quimica de oxigénio e demanda bioquimica de oxigénio.
1. Introdugio

A polui¢ao pode ser definida como uma alteracio capaz de promover a degradagao de um
ecossistema, por meio da remog¢ao ou introdugao, direta ou indireta, de substancias resultantes de
atividades humanas, que causam efeitos deletérios aos recursos biologicos, riscos a saude
humana, impedimento de atividades aquaticas (como a pesca ¢ aquicultura) e perda da qualidade
de 4gua para o uso na agricultura, na industria ¢ em outras atividades econémicas (CHAPMAN,
19906).

Os recursos hidricos tém sofrido intensas interferéncias antrépicas, que tém culminado na
poluicao e comprometimento da sua qualidade. A deterioracao dos ambientes aquaticos tem se
caracterizado em um dos maiores problemas mundiais, sendo que o maior responsavel por esta

contaminacao sao os lancamentos de efluentes domésticos e industriais sem tratamento

(OLIVEIRA et al., 2012).



Artigo 1 26

A poluigdo aquitica esta diretamente relacionada a riscos e danos a saude, devido a agao
de substancias toxicas, muitas delas mutagénicas, que podem induzir doengas em humanos, como
o cancer, a aterosclerose, doengas cardiovasculares e envelhecimento precoce (RADIC et al.,
2010). O trabalho de Santos et al. (2013) demonstra, ainda, que a presenga de substancias
genotoxicas em corpos d’agua seriam capazes de induzir o aumento da mortalidade dos peixes
juvenis, além de provocar o aumento da taxa de anormalidades durante o desenvolvimentos dos
alevinos.

Para a avaliar os riscos que a contaminacao da agua promove sobre 0s organismos e quais
os componentes presentes nos corpos hidricos que possam causar danos ao ecossistema, ¢é
necessario realizar uma bateria de bioensaios, combinados com andlises fisicas e quimicas
(ZEGURA et al., 2009).

Alguns parametros fisicos e quimicos sao utilizados, rotineiramente, para o
monitoramento da qualidade de 4guas. Geralmente, sio avaliados parametros como o pH,
temperatura, demanda quimica de oxigénio (D.Q.O.), oxigénio dissolvido (O.D.) e demanda
bioquimica de oxigénio (D.B.O.) (OLIVEIRA et al., 2012). Por meio destas avaliagdes, torna-se
possivel realizar, em locais e periodos definidos, um bom monitoramento ambiental, para se
estimar a possiblidade de estabelecer tendéncias de impactos ambientais ou padroes de
contaminacao (CHAPMAN, 1996). No entanto, faltam informagoes suficientes que ajudem a
elucidar o significado dos valores encontrados por uma analise de 4gua, para que se possa
relaciona-los com seguran¢a ambiental, isto ¢, relaciond-la com os possiveis efeitos sobre os
organismos vivos. Deste modo, o objetivo desta revisao ¢ trazer informagoes sobre as interagoes
possiveis entre parametros fisicos, quimicos e ecotoxicolégicos para que os pesquisadores da area
do monitoramento ambiental e da ecogenotoxicologia possam explorar, com maior

embasamento cientifico, os resultados obtidos em suas analises.
2. Pardmetros fisicos
2.1. Cor verdadeira, cor aparente e transparéncia

De acordo com Chapman (1996), a cor verdadeira dos recursos hidricos esta relacionada
com a presenca de minerais e substancias organicas naturalmente presentes na agua. Ja a cor
aparente ¢ aquela decorrente da presenca de particulas coloridas introduzidas na agua, que,
quando incididas pela luz, levam a uma alteracao na refracio e reflexao da luz. A cor de uma
amostra de agua esta associada, entdo, ao grau de reducao de intensidade que a luz sofre ao
atravessa-la, devido a presenca de solidos dissolvidos, principalmente material em estado coloidal

organico e inorganico. Os coloides conferem cor ao corpos hidricos e sao encontrados na forma
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de acidos humico e fulvico, resultantes da decomposicao natural e parcial de compostos
organicos presentes nos vegetais ¢ outros substratos (CETESB, 2014). Estes compostos ainda
podem ser encontrados em esgotos sanitarios (LEAL; LIBANIO, 2002), em efluentes industriais,
neste caso sobre a forma de taninos (exemplo em efluentes de curtumes), anilinas (industrias
téxteis ou de pigmentos), lignina e celulose (industrias de celulose e papel) (CETESB, 2014).

Alguns compostos inorganicos abundantes em diversos tipos de solo podem também
provocar efeitos de matéria em estado coloidal, como é o caso dos ¢xidos de ferro e de
manganés. As algas em suspensao, populagdes bacterianas, material organico dissolvido e metais
podem alterar, igualmente, a cor aparente da agua. O crescimento intenso de algas pode, ainda,
reduzir a quantidade de luz que atravessa o corpo d’agua, desestabilizando o ecossistema. Além
destes oOxidos, outros metais presentes em efluentes industriais podem conferir cor, mas, em
geral, fons dissolvidos pouco influenciam na passagem da luz (MALIK et al., 2011).

Porém, o maior problema da alteracdo da cor da agua, em geral, é o estético, pois uma
agua altamente colorida causa um efeito repulsivo aos consumidores (CETESB, 2014). Assim,
pelas alteracGes que a cor pode trazer a agua, as estagdes de tratamento de agua (E.T.A.) utilizam
técnicas para remover a cor da agua destinada ao abastecimento publico. Dentre as principais
técnicas disponiveis, Leal; Libanio (2002) destacam a remocao biolégica, feita por
microrganismos que removem o carbono (elemento responsavel pela cor a agua), e a coagulagao
ou floculagdo por meio de sais de ferro ou aluminio, seguida pela sedimentacao ou flotagao,
adsor¢io, ozonizacao, troca ionica e ultrafiltracio.

A unidade utilizada para quantificar a cor da 4gua é chamada de escala de platina-cobalto,
ou Pt/Co ou APHA-Hazen, baseada em 1 mg de platina por litro de agua (CHAPMAN, 19906).

A presenca de matéria organica em decomposicio na agua ¢ o langamento de efluente
domésticos e industriais podem ainda conferir odor e sabor as aguas, mostrando que este fator
pode ser decorrente tanto da presenca de compostos naturais como dos de origem antrépica
(LEAL; LIBANIO, 2002).

A transparéncia ¢ um parametro que esta incluido em diversas normas de avaliagdo de
agua, pois indica o nivel de atividade bioldgica, principalmente fotossintética. A transparéncia
deve ser aferida, em campo, no momento da coleta da agua, por meio do disco de Secchi, que ¢é
um dispositivo em forma de disco, separado em 4 quadrantes, onde cada quadrante ¢ pintado,
alternadamente, pela cor preta e pela cor branca. Para a aferi¢ao, o disco é mergulhado no corpo
d’agua, sendo monitorado visualmente, até que o disco desapareca e assim possa ser estimada a

profundidade da zona fética (CHAPMAN, 1996).
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2.2. Turbidez

Turbidez ¢ uma propriedade fisica dos liquidos relacionada com a redugdo da sua
transparéncia, induzida pela presenca de materiais em suspensao, que interferem na passagem da
luz através deste fluido. Pode ser causada por uma enorme variedade de matérias, de origem
organica ou inorganica, variando desde particulas coloidais até sélidos de dimensoes
macroscopicas. A turbidez pode variar com a atividade biolégica existente no rio e por influéncia
da pluviosidade, principalmente por fortes chuvas, que carreiam particulas de solo para dentro
dos corpos hidricos (CHAPMAN, 1996). Os esgotos domésticos e industriais também elevam a
turbidez das 4guas. A mineragao, por exemplo, eleva a turbidez de maneira tio extrema, que tem
provocado a formagao de bancos de sedimentos em rios e, consequente, desequilibrios ao
ecossistema aquatico (CETESB, 2014).

Uma turbidez normal varia de 1 a 1.000 NTU (unidades nefelométricas de turbidez) e
pode ser aumentada pela presenca de poluicio por matéria organica ou outros poluentes ou ainda
por enxurradas ricas em material suspenso (CHAPMAN, 1996). Uma turbidez alta reduz a
fotossintese de vegetagao submersa e de algas, suprimindo a produtividade de peixes (CETESB,

2014).
2.3. Temperatura

Os corpos d’agua sofrem variagoes de temperatura de acordo com as flutuacOes
climaticas normais, que podem acontecer sazonalmente ou, em alguns recursos hidricos, no
periodo de 24 horas. Ainda, lagos e reservatérios podem exibir uma estratificacdo vertical de
temperatura dentro da coluna d’agua (CHAPMAN, 1996). Ainda segundo Chapman (1996), a
temperatura de aguas superficiais ¢ influenciada pela latitude, altitude, estacao do ano, horario do
dia, aeragao, cobertura de nuvens e o fluxo e a profundidade do corpo d’agua.

A temperatura pode influenciar processos fisicos, quimicos e bioldgicos nos ecossistemas
aquaticos, além de ter outras variaveis dependentes. Se a temperatura aumenta, a taxa de reagoes
quimicas também aumenta, junto com a evaporac¢ao e volatilizagao de substancias presentes na
agua, mas, por outro lado, este aumento resulta na redugdo da solubilidade de gases como o O,,
CO,, N, e CH, e outros (CHAPMAN, 19906). Este parametro também influencia a taxa
metabdlica dos organismos aquaticos de modo que, temperaturas maiores podem aumentar o
consumo de oxigénio, aumentar a decomposicio de matéria organica, além de estimular a
proliferacio de bactérias e do fitoplancton, em temperatura ideais a esses organismos ¢ quando
ha nutrientes suficientes para o seu desenvolvimento (CHAPMAN, 1996). De Andrade et al.

(2004) mostraram haver relacdo entre o aumento da temperatura ¢ a incidéncia de danos no
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DNA, induzidos pelo metilmetano sulfonato (MMS) em duas espécies de peixes, mostrando que
este parametro, muitas vezes nao explorado, deve ser levado em consideracio nas analises

ambientais.
2.4. Condutividade

A condutividade elétrica é a medida da capacidade da agua para conduzir a eletricidade e é
indicativa da matéria ionizavel total presente na agua. Este fator, que depende das concentragdes
ionicas e da temperatura, indica a quantidade de sais existentes na coluna d’agua e, portanto,
representa uma medida indireta da concentracao de poluentes. De acordo com Chapman, (1996),
a condutividade varia de 10 a 1.000 uS/cm em aguas doces, mas podem exceder este valor
quando poluidas. Em contrapartida, de acordo com a CETESB (2014), valores superiores a
100 uS/cm ja indicam ambientes impactados. A 4gua pura contribui minimamente com a
condutividade e, por isso, a condutividade torna-se um parametro de avaliacao da qualidade de
aguas, relacionado com a concentragao de fons, provenientes de sais, que aumenta quando ha
lancamento de poluentes nos recursos hidricos.

No trabalho de Bianchi et al. (2011), os autores também encontram valores de
condutividade elétrica maiores que 100 uS/cm 4reas reconhecidamente impactadas do tio
Monjolinho, Sao Carlos, Sao Paulo, Brasil.

Sampaio et al. (2007) descreveram que a turbidez, as demandas quimica e bioquimica de
oxigenio, o pH e a série de solidos podem estar intimamente relacionados com a corrente elétrica,
portanto, com a condutividade. No entanto, em seu trabalho, demonstraram que apenas os
solidos dissolvidos podem ter relagao com a condutividade.

Em geral, nos estudos onde ha analise fisica e quimica de alguns parametros da agua, a
condutividade enquadra-se entre os mais importantes, mas, apesar deste destaque, nao ha
exploracdo ou aprofundamento sobre este critério. Muitos pesquisadores apresentam, em suas
publicagbes os valores de condutividade, mas nao discutem a sua importancia no estudo realizado
ou se este esta dentro ou fora da faixa de normalidade. Por isso, mais estudos precisam ser
realizados para ver qual é a real importancia na determina¢ao da condutividade de uma amostra

de 4gua ou de um efluente.
2.5. Série de Solidos

Em saneamento, sélidos nas aguas correspondem a toda matéria que permanece como
residuo, apds evaporagao, secagem ou calcinacao da amostra a uma temperatura pré-estabelecida,

durante um tempo fixado. Geralmente, os sélidos presentes na agua podem ser avaliados pela
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distribuicao das suas diferentes fra¢oes, que podem estar relacionadas com o tamanho das
particulas (sélidos em suspensao e dissolvidos) e com a natureza quimica das particulas (sélidos
ou minerais fixos ou volateis). A somatoria de todos as fragoes presentes em um corpo d’agua ¢é
representada pelos sélidos totais. Os métodos empregados para a determinagao de sélidos sao
gravimétricos, por meio do uso de balanga analitica ou de precisao (CETESB, 2014).

A concentragao e a composi¢ao natural dos solidos dissolvidos em um corpo d’agua é
determinada pela geologia de seu leito, pela precipitacao atmosférica e pelo balango hidrolégico
(evaporacio/precipitacao) (WEBER-SCANNELL; DUFFY, 2007).

Para Weber-Scannell; Duffy (2007), a poluicdo dos corpos d’agua por solidos em
suspensao podem causar danos a vida aquatica. O aumento da turbidez da agua leva a uma
diminuicio da incidéncia de luz, que provoca uma reducao da taxa de fotossintese, que
compromete a producdo de alimentos para a cadeia alimentar. Ainda segundo esses autores, o
aumento dos solidos dissolvidos totais, devido ao aumento da salinidade, modifica a composicao
ionica da 4gua e a toxicidade individual dos fons, o que provoca altera¢des na biota aquatica,
limita a diversidade, exclui as espécies menos tolerantes e causa efeitos agudos e cronicos em
estagios especificos de vida.

Os sélidos totais dissolvidos representam uma forma de medir as concentragdes totais de
fons comuns presentes em aguas doces, como sodio, potassio, calcio, magnésio, cloro, sulfatos e
bicarbonato, mas a toxicidade de um efluente pode ocorrer por sua combinag¢io e por sua
concentrac¢ao individual, o que nao é medido pelos sélidos dissolvidos (CHAPMAN et al., 2000).

De acordo com Osibanjo et al. (2011), os sélidos soluveis e os sélidos dissolvidos podem
ser depositados no fundo dos corpos d’agua, como o leito de um rio, trazendo sérios problemas
ecologicos como assoreamento e consequente inundacio, principalmente nas épocas de grandes

chuvas.
2.6. Potencial hidrogeni6nico (pH)

O pH ¢ uma variavel importante na avaliagao da qualidade de agua, ja que influencia
muitos processos biolégicos e quimicos de um sistema hidrico. Isto por que a sobrevivéncia dos
organismos aquaticos ¢ muito influenciada pelo pH dos corpos d’agua, uma vez que a maior
parte de suas atividades metabdlicas é dependente dele (OSIBANJO et al., 2011). De acordo com
os dados da CETESB (CETESB, 2010), o pH pode interferir diretamente sobre a fisiologia da
biota local e indiretamente sobre as substancias quimicas presentes na agua, disponibilizando-as
ou precipitando-as. Alteragoes no pH dos recursos hidricos podem promover a inibi¢do ou até

mesmo o desaparecimento de algumas espécies de organismos aquaticos, principalmente aqueles
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que compdem o plancton (GERTEL et al, 2003; BIRUNGI et al, 2007). O pH também
influencia, ainda, nos processos de fornecimento de agua tratada.

Quando este parametro ¢ utilizado para medir os efeitos do lancamento de efluentes, cle
pode ajudar a determinar o tamanho da pluma de contaminacao (CHAPMAN, 1996). De acordo
com os dados da CETESB (2010), em 4guas nao poluidas, o pH ¢é controlado principalmente
pelo equilibrio do diéxido de carbono, dos carbonatos e dos fons bicarbonatos com outros

compostos naturais, como os acidos humico e falvico. Deste modo, mudangas no pH podem

indicar a presenca de efluentes especificos (CHAPMAN, 1996).
3. Parametros quimicos
3.1. Oxigénio dissolvido (O.D.)

A avaliagdo da concentragao do O.D. ¢é crucial para garantir a sobrevivéncia dos
organismos aquaticos e, em ultima instancia, para se determinar o grau de pureza da agua de um
rio (OSIBAN]JO et al,, 2011). Oliveira et al. (2012) apontam um valor de 5,0a 6,0 mg O,/L como
capaz de suportar populagdes variadas de peixes.

O conteudo de oxigénio dos recursos hidricos varia com a temperatura, salinidade,
turbuléncia, pressao atmosférica e atividade fotossintética de algas e plantas superiores. A
solubilidade do oxigénio diminui conforme aumenta a temperatura e a salinidade aumentam
(CHAPMAN, 1996).

Os niveis de O.D. de um rio podem ser reduzidos pelo lancamento de efluentes ricos em
carga organica, pois a oxidacdo quimica e a decomposi¢ao deste material depende de altos niveis
de oxigénio (OSIBANJO et al., 2011). Isso também ¢ constatado pela CETESB (2014), que
define uma alta demanda de oxigénio para o processo de alta depuragio existente em um corpo
hidrico poluido.

Concentracoes de oxigénio abaixo de 5 mg/L podem afetar o funcionamento e a
sobrevivéncia das comunidades aquaticas e abaixo de 2 mg/L pode levar a maioria das espécies

de peixes a morte (CHAPMAN, 1990).
3.2. Demanda quimica de oxigénio (D.Q.0O.)

A D.Q.O. representa a quantidade de oxigénio necessaria para a oxidacio da matéria
organica, por meio de reacdo quimica, isento de processo de biodegradacao (CETESB, 2010). De
acordo com Oliveira et al. (2012), a D.Q.O., que ¢ avaliada pelo consumo potencial de oxigénio

em um sistema aquatico, serve como um parametro eficiente para se estimar os efeitos de
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efluentes industriais e domésticos sobre os ecossistemas aquaticos. Embora seja um fator
importante a ser considerado na avaliacao da qualidade de 4gua de um rio, a legislacdo federal ou
estadual vigente no Brasil nao prevé este parametro nas analises dos recursos hidricos.

As concentracdes de D.Q.O. observadas para dguas doce variam de 20 mg/L O, (ou
menos) pata aguas limpas até valores de 200 mg/I. O, para 4dguas que recebem efluentes.
Efluentes industriais podem extrapolar este valor para uma variacio de 100 a 60.000 mg/L O,
(CHAPMAN, 19906).

Um aumento na D.Q.O. pode ser um indicativo de que um rio esteja impactado por
efluentes industriais nao tratados ou tratados de maneira insatisfatoria, como observado por
Osibanjo et al. (2011), quando avaliaram os rios da Nigéria. Ainda, estes mesmos autores
relacionam, neste estudo, os altos niveis de D.Q.O. com o recebimento de lixiviado proveniente
de aterros sanitarios, de areas agricolas e areas urbanas. Mohamed et al. (2015), em seu trabalho,
confirmam que a D.Q.O. pode ser muito util para verificar a qualidade da 4gua, porque sua

aplicacao determina a quantidade de poluentes organicos em aguas superficiais e efluentes.
3.3. Demanda bioquimica de oxigénio (D.B.O.)

A D.B.O. ¢ relacionada indiretamente com a presenca de matéria organica no corpo
d’agua, proveniente, principalmente, de efluentes domésticos nao tratados (OLIVEIRA et al,,
2012). Neste caso, diferentemente da D.Q.O., o consumo do oxigénio ¢ devido a decomposi¢ao
microbiana aerébia, que resulta em compostos inorganicos estaveis como 4agua, didéxido de
carbono, sulfatos, amonias, fosfatos e nitratos (ARAU]O, 2013).

Geralmente, a avaliagao da D.B.O. ¢ realizada durante um periodo em que é quantificado
o consumo de oxigénio, sob condi¢des especificas de temperatura, sendo o padrao mais utilizado
o de 5 dias a 20°C (D.B.O.; ).

Aumentos nos niveis de D.B.O. indicam a presenca de despejos de matéria organica nos
corpos d’agua, que sao utilizadas pelos microrganismos decompositores em processo aerdbio,
culminando no consumo do oxigénio dissolvido e, consequentemente, na mortandade de peixes
e outros organismos aquaticos. Esse aumento da comunidade microbiana desequilibra o
ecossistema aquatico e pode promover odor e sabor desagradaveis para a agua (CETESB, 2010).

Aguas limpas geralmente apresentam D.B.O. menor que 2 mg/1L. O,, enquanto que as
aguas que recebem efluentes podem apresentar, préximo ao local do despejo, valores maiores
que 10 mg/L O,. Esgoto bruto, por exemplo, tem uma D.B.O. de cerca de 600 mg/L O,,

enquanto os efluentes de esgoto que sao tratados possuem D.B.O. entre 20 e 100 mg/L O,,



Artigo 1 33

dependendo do tratamento aplicado. Efluentes industriais podem apresentar valores de D.B.O.

de até 25.000 mg/L O, (CHAPMAN, 1996).
3.4. Oleos e graxas

A analise da presenca e a quantificacdo de 6leos e graxas em um corpo hidrico pode
indicar a presenca de polui¢ao por 6leos, como o petrdleo e seus derivados, que podem ser
carregados pelas chuvas e enxurradas de uma cidade (OSIBAN]JO et al.,, 2011). Ainda, de acordo
com Kanu; Achi (2011), 6leos e graxas podem estar presentes em efluentes de lavanderias,
industrias de acabamentos metalicos, campos de extragdo e refinarias de petréleo, curtumes,
empresas de extracao de Oleos vegetais e empresas de produgao de cosméticos.

Yusuff; Sonibare (2004) relatam que uma industria produtora da sabdo pode gerar
efluentes ricos em 6leos e graxas, com concentracoes em torno de 560 mg/L, mas que, com o
tratamento adequado, pode reduzir para concentragdes em torno de 8,0 mg/L.

Os efluentes domésticos e urbanos (como vazamentos de dleos e combustiveis) podem
levar 6leos e graxas até os corpos d’agua que, consequentemente, podem interromper a interface
ar/4agua, parar o fluxo de gases e induzir efeitos toxicos sobre os organismos (DUSMAN et al.,

2011).
3.5. Aluminio (Al)

O aluminio é um metal muito utilizado e distribuido no ambiente e, por isso, de facil
exposi¢ao aos seres humanos, seja pelo ar, alimento e 4gua ou, até mesmo por medicamentos,
cosméticos e compostos ambientais. O cloreto de aluminio (AICL;) é usado rotineiramente no
tratamento e na purificagdo de 4gua, por ser um excelente coagulante (LIMA et al., 2011). Porém,
as principais fontes de Al incluem industrias mineradoras e de fundicdo de minério de bauxita,
industrias de utensilios e aparelhos domésticos e embalagens de aluminio, ja reconhecidas como
impactantes para o meio ambiente (ACHARY; PANDA, 2009).

Devido a sua baixa solubilidade na agua, suas concentra¢oes geralmente sao baixas neste
meio, variando de 60 a 300 pg/L. Em rios, a média fica em torno de 64 ug/L, mas com o
aumento de chuvas 4cidas, em algumas regides, o pH da 4dgua ¢ reduzido e a disponibilidade do
Al é aumentada, permeando-se pela cadeia alimentar aquatica (BARABASZ et al., 2002). Além
disso, de acordo com Wrobel (1993), o nimero de fons de Al é diretamente proporcional ao
numero de fons de hidrogénio.

Diversos estudos demonstram que o Al pode ser benéfico, mas também prejudicial para

os vegetais, inclusive podendo leva-los a morte. Sabe-se que o Al estimula a absor¢ao de ferro
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pelas raizes, previne os efeitos téxicos do cobre e manganés e protege a planta contra fungos
fitopatogénicos, além de auxiliar a manter a homeostase sob situagdes adversas. Por outro lado, o
Al induz mudangas morfolégicas nas raizes, inibe o crescimento por elongagdo, provoca
calosidades nas raizes, reduz o nimero de raizes secundarias e mata as gemas apicais
(BARABASZ et al., 2002). O Al pode apresentar efeitos dose-dependente, como observado no
trabalho de Achary; Panda (2009), onde o Al, em baixas concentra¢oes, mostrou efeitos
protetores ao genoma contra reconhecidos agentes genotoxicos, mas quando encontrado em
altas concentracdes induziu danos ao DNA das células de Alium cepa. Esses resultados
corroboram os dados de Lima et al. (2011), que também observaram que o Al pode apresentar
potencial genotdxico e mutagénico, induzindo micronucleos, trocas de cromatides irmas,
revertentes no teste de AMES e aberracGes cromossomicas. Neste artigo, os autores citam que o
Al pode prejudicar invertebrados como gastropodes, bivalves e crusticeos, por interferir na
absor¢ao do cilcio e, consequentemente, na formagao da concha ou do exoesqueleto. Para
vertebrados, as altas concentracdes de Al também sao prejudiciais. Os peixes podem acumular
este elemento nas branquias, o que bloqueia a troca de fons e a respiracao, levando-os a morte.
As aves também apresentam deficiéncia na absor¢ao de Ca, quando expostos ao Al, o que
influencia, principalmente, na formacao das cascas dos ovos e no dep6sito deste metal nos 0ssos.
Ja os mamiferos podem sofrer com disturbios relacionados ao sangue (eritropoiese, leucocitose e
linfopenia), ao sistema gastrointestinal (absor¢ao de nutrientes, transporte ativo, enzimas
digestivas) e ao sistema 6sseo (mudangas minerais no osso e fragilidade em ossos longos) (LIMA
etal., 2011).

De todo aluminio ingerido por humanos, via alimentagao e agua (LIMA et al, 2011),
apenas 10% ¢ absorvido e acumulado em diferentes tecidos, como cérebro, ossos, figado e rins,
ainda de maneira dependente do pH e de 4cidos organicos, como o citrato e o lactato (KUMAR;
GILL, 2014).

Sugere-se que altos niveis de Al tenham relagio com o aumento do risco de algumas
doencas neurodegenerativas, como encefalopatia dialitica, doenca de Alzheimer e doenca de
Parkinson (KUMAR; GILL, 2014). Lima et al. (2011) refor¢a que o Al também pode diminuir,
em seres humanos, a absor¢ao do Ca e provocar fragilidade 6ssea.

Apesar de existir a possibilidade de o Al ser transferido pela cadeia alimentar, Harmon;
Wiley (2011) dizem que o metal acumulado em peixes pela via oral nao se acumula em tecidos

que ameagam os consumidores humanos.
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3.6. Arsénio (As)

Dentro do contexto da toxicologia, o arsénio é considerado um metal pesado, embora
seja classificado como um semi-metal na tabela periédica (possui propriedades de metais e
ametais) JOMOVA et al., 2011). Este elemento tem nimeros de oxidagao iguais a +3, +5 ¢ -3, 0
que torna o arsénio capaz de formar compostos organicos e inorganicos, tanto no meio ambiente
quanto no organismo humano (ORLOFF et al., 2009).

Quando o arsénio ¢ combinado com oxigénio, cloro e enxofre sio formados compostos
inorganicos e, quando combinados com hidrogénio e carbono, formam-se compostos organicos.
Ainda, pelo fato do arsénio nao possuir cor e nem odor, sua presenca ¢ imperceptivel em
alimentos, na 4gua ou no ar, o que pode aumentar os riscos de contaminagiao e,
consequentemente, os danos provocados a saude humana (JOMOVA et al., 2011).

O arsénio ¢é reconhecido como veneno desde a antiguidade mas, atualmente, sua
toxicidade e outros efeitos tém sido também verificado para diversos organismos (HARMON;
WILEY, 2011). Apesar de estar vastamente distribuido pelo ambiente, o arsénio pode ser muito
consumido por meio da dieta rica em peixes marinhos, frutos do mar e algas marinhas,
excedendo os limites considerados seguros (ORLOFF et al., 2009).

De acordo com Jomova et al. (2011), a industria de cosméticos também inclui o arsénio
em alguns de seus produtos, como sombras para olhos aplicadas sobre as palpebras, que entram
no organismo pela absor¢ao da pele. O arsénio utilizado, quando entra no organismo humano, ¢
eliminado pela urina e liberado no esgoto doméstico. Quando presente na 4gua e consumido em
baixas concentragdes, por um longo periodo, o As é capaz de induzir diversas doengas,
principalmente o cancer (ORLOFF et al., 2009). Este elemento em sua forma inorganica é mais
toxico do que na forma organica, mas ambos induzem danos na maioria dos organismos vivos e
sao responsaveis por afetar os sistemas cardiovascular e neurolégico e 6rgaos como rins e figado
(JOMOVA et al, 2011). O As pentavalente e o As trivalente sao responsaveis por diversas
alteragoes celulares, entretanto, este ultimo ¢ a forma mais perigosa. O arsénio trivalente interfere
no ciclo do acido citrico e reduz a producao de ATP, inibe o consumo de glicose pelas células e
induz o estresse oxidativo, afetando a glutationa (MILLER et al.,, 2002; BERGQUIST et al.,
2009).

3.7. Bario (Ba)

O bario ¢ um metal alcalino terroso que possui propriedades toxicas. Os compostos de
bario sao usados em pequenas quantidades para a producio de tintas, vidros e também foguetes.

O bario ¢ um elemento quimico toéxico, nao sendo encontrado livre na natureza, devido a sua
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clevada reatividade. Todos os compostos de Bario que sao soluveis em 4gua ou em acidos sdo
altamente toxicos. A principal fonte de bario no ar atmosférico é a emissdo industrial,
particularmente combustio de carvao e 6leo diesel e incineracao de residuos (CETESB, 2012).

Este elemento ocorre naturalmente na maioria das aguas superficiais e sua concentragao
depende do teor de bario lixiviado das rochas, apresentando-se na forma de carbonatos, em
concentragoes de 0,7 a 900 pg/L. A dgua potavel contém de 10 a 100 pg/L de bario e valor
maximo permitido na dgua potavel é 0,7 mg/L, de acordo com a legislacio brasileira (CETESB,
2012; 2014).

Segundo a Organizacio Mundial da Saude (WHO, 2001), as informagdes sobre a
genotoxicidade dos compostos de bario sao limitadas, devido ao fato de existirem estudos que
confirmam este efeito enquanto outros trabalhos negam a indugao de danos ao DNA por este
composto.

De acordo com Wise et al.,, 2003, o cromato de bario demonstrou-se capaz de induzir
atraso no ciclo celular e danos cromossomicos em células humanas de pulmao mantidas em
cultura. Os efeitos citotoxicos e genotoxicos foram observados mesmo em baixas concentragoes,
variando de 1 a 5 pg/cm’,

A queima de combustiveis fosseis também pode liberar o metal. As emissdes na agua
podem ocorrer durante a purificagao do minério barita e o subsequente descarte dos efluentes,
mas as principais fontes antrépicas de bario sao as industrias da borracha, téxtil, ceramica e

farmacéuticas (CETESB, 2012; 2014).
3.8. Cadmio (Cd)

O cadmio ocorre naturalmente na crosta terrestre e existe no ambiente na forma de
6xidos e sais, como o cloreto, sulfato e sulfito de cadmio. Ele ¢ usado pelo homem nas industrias
e em fundi¢do, em baterias, em coberturas plasticas e metalicas, em soldagem, nos esmaltes
vitreos e na queima de combustiveis fosseis (USEPA, 2000).

Em vegetais, o Cd pode ser facilmente absorvido pelas raizes e levado pelo xilema até as
folhas, provocando inibi¢ao no crescimento, alteragdes na taxa de fotossintese e no consumo de
macro e micronutrientes, além de complicagdes na absor¢io de 4gua pela planta (PEREZ-
CHACA et al,, 2014). Uma vez nos vegetais, o Cd pode ser transferido via cadeia alimentar e se
definir como uma ameaca a saude humana (CLEMENS, 2000).

O cadmio ¢ um elemento quimico classificado pela Agéncia de Prote¢ao Ambiental dos
EUA (USEPA, 2006) como um possivel agente carcinogénico para seres humanos, além de trazer

riscos severos como disfungdes renais e até mesmo a morte em exposicOes extremas (FU;
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WANG, 2011). De acordo com Pérez-Chaca et al. (2014) o Cd exibe toxicidade, devido a
produgao de espécies reativas de oxigénio e consequente estresse oxidativo. Uma das principais
fontes de exposicio ao Cd é por meio do cigarro (PEREZ-CHACA et al., 2014), pois o metal é
prontamente absorvido pelas raizes da planta do tabaco e direcionado até as folhas (CLEMENS,
20006). Dependendo da fonte do tabaco, um unico cigarro pode conter de 1 a 2 ug de cadmio
(USEPA, 2000).

Além de afetar os seres humanos, estudos mostram que o Cd presente nos corpos d’agua
pode afetar outras espécies, como os peixes. Eissa et al. (2010) demonstraram que o metal foi
capaz de alterar alguns parametros de locomog¢ao em trés espécies de peixes de agua doce
(Cyprinus carpio, Australopherus facetum e Astyanax fasciatus).

Ahmed et al. (2010) expuseram espécimes de Anabas testudinens (Perciformes) a diferentes
concentracoes de cloreto de cadmio e verificaram, pelo ensaios do cometa, os seus efeitos
genotodxicos desta substancia. Os resultados obtidos demonstraram um efeito diretamente
proporcional entre os danos ao DNA e as concentracbes da substiancia testada. Outros
organismos vivos também estdo susceptiveis aos efeitos prejudiciais do Cd, conforme a literatura

revisada por Harmon; Wiley (2011).
3.9. Chumbo (Pb)

O chumbo nio ¢ essencial ao organismo humano, mas ¢ utilizado para diversas
finalidades, desde os tempos remotos, devido as suas propriedades fisicas e quimicas, incluindo
maleabilidade, resisténcia a corrosio e baixa condutividade (CHINDE et al., 2014). Atualmente, o
chumbo ¢é usado nas industrias de tintas, ceramicas, corantes, borracha, porcelana e baterias
(YILMAZ et al., 2012).

Além de promover danos ao sistema nervoso central, este metal é capaz de danificar os
rins, o figado e o sistema reprodutor. Os sintomas de intoxica¢ao sio anemia, insoOnia, cefaleia,
tonturas, irritabilidade, fraqueza muscular, alucinagdes e problemas renais (NASEEM; TAHIR,
2001). Ainda, de acordo com Abadin et al. (2007), o Pb também pode induzir efeitos deletérios
nos sistemas cardiovascular e hematolégico do organismo.

Segundo as informagdes reunidas por Chinde et al. (2014), o Pb ¢ classificado como um
possivel agente carcinogénico, relacionado aos canceres de estomago, pulmio e bexiga, mas os
estudos existentes sao insuficientes para determinar sua carcinogenicidade. Como a
genotoxicidade estd associada ao estagio inicial do desenvolvimento do cancer, estudos de
avaliacio do potencial genotoxico em humanos permitem inferir se uma dada substancias seria

um possivel agente carcinogénico (KASSIE, 2000). Deste modo, foram realizadas avaliacOes
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genotoxicas para o Pb, mas os resultados se mostraram, segundo Chinde et al. (2014),
inconclusivos, pois alguns trabalhos apontaram para a genotoxicidade do Pb, enquanto outros

nao evidenciam esta propriedade.
3.10. Cloretos

O cloro existente nas aguas se apresenta sob a forma de cloretos (Cl) e chega nas aguas
superficiais pela deposicio atmosférica de aerossois oceanicos, pelo intemperismo sobre rochas
sedimentares (ricas em depositos de sais) e por fontes antrépicas (CHAPMAN, 1996). De acordo
com este mesmo autor, efluentes domésticos e industriais podem ser ricos em compostos
clorados, assim como as enxurradas urbanas e agricolas, que levam material clorado para o
ambiente aquatico. Nos paises onde ha neve, o habito de jogar sal para derreter o gelo pode
aumentar as concentracoes de cloro nos rios e nas aguas subterraneas.

As maiores fontes de cloro nos rios podem ser os efluentes industriais que contenham
acido cloridrico, sal comum e outros compostos formados por cloro, como matérias-primas
utilizadas na industria alimenticia (OSIBAN]JO et al. 2011).

As aguas limpas devem conter concentragoes inferiores a 10 mg/L de cloretos e valores

superiores a esse podem indicar a presenc¢a de contaminantes, como esgoto (CHAPMAN, 1996).
3.11. Cobre (Cu)

Desde a antiguidade, devido as suas propriedades de maleabilidade, ductilidade e
condutividade elétrica, o cobre ¢ bastante utilizado. Atualmente ¢ muito usado na producio de
canos para aguas com grande variacao de temperatura, de fios elétricos, de bocais para sistemas
hidricos, no processo de banhos metdlicos de joias e na fabricacio de moedas. Além disso, o
cobre ¢ muito utilizado para a producao de bronze, uma liga metalica com estanho, mas que pode
conter elementos como zinco, aluminio e niquel (USEPA, 2005).

Este elemento quimico, que participa e ¢ essencial ao metabolismo dos animais, esta
presente em sedimentos e em aguas de ambientes limpos. Porém, nos rios, o cobre ¢ geralmente
absorvido por particulas insoluveis ou é complexado com ligantes inorganicos (CETESB, 2014).

As principais atividades antrépicas que contaminam o ambiente com Cu sio as
mineradoras, os efluentes industriais, as estagoes de tratamento de esgoto, o uso de tintas anti-
incrustagao e o uso dos encanamentos de cobre para dguas acidas. Contudo, este metal também
pode ser levado as 4guas por processos naturais, pelo intemperismo do solo (USEPA, 2005).

O Cu participa de muitos sistemas fisiologicos enzimaticos, que catalisa rea¢oes de

oxirredugao e usa o oxigénio como cosubstrato (GABBIANELLI et al., 2003). Seu consumo
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clevado traz sérios problemas toxicolégicos, como vomitos, colicas, convulsdes e morte
(PAULINO et al., 20006), sendo que a concentragao que induz efeito toxico €, geralmente, de 10 a
50 vezes superior a concentracdo necessiria para o bom funcionamento do organismo
(GABBIANELLI et al., 2003).

Segundo a CETESB (2014), concentracées supetiores a 20 mg/L sdo capazes de produzir
intoxicagdes no homem, com lesdes hepaticas. Ainda, devido a constante exposicao, os peixes
sao mais sensiveis as elevadas concentracdes do Cu, onde 0,5 mg/L ja é letal para trutas, carpas,
bagres e outros. Ja a toxicidade para microrganismos fica na ordem de concentragdes acima de
1,0 mg/L (CETESB, 2014).

De acordo com Mir et al. (2014), uma das formas de indugdo de genotoxicidade pelo
cobre ¢ por estresse oxidativo e pela produgiao de espécies reativas de oxigénio capazes de
danificar diretamente o DNA. Os fons Cu*" reagem com moléculas importantes da células, de
modo nao especifico, e sua presenca aumenta os niveis de radicais livres intracelulares, que pode
induzir a quebra das fitas de DNA (GABBIANELLI et al., 2003). No entanto, existem estudos
que demonstram resultados positivos e negativos para a genotoxicidade do cobre. No trabalho de
Rasgele et al. (2013), a exposicao de camundongos ao cloreto de cobre induziu aumento na
incidéncia de micronucleos em eritrécitos policromaticos, caracterizando mutagenicidade, e ao
mesmo tempo diminuiu a relagdo entre eritrécitos poli e normocromaticos, indicando
citotoxicidade.

Segundo Bianchi et al. (2011), as aguas do rio Monjolinho (Sao Carlos, Brasil) também
apresentaram altos niveis de niquel e cobre, que poderiam ser os responsaveis pela inducio de
aberra¢oes cromossomicas em células meristematicas de Alium cepa. No trabalho de Manzano et
al. (2014), foram verificados efeitos genotéxicos para amostras de dguas que recebem efluentes
industriais e domésticos na regiao de Limeira, estado de Sao Paulo, Brasil. Neste trabalho foi
confirmado o potencial genotoxico de aguas que contém metais pesados, dentre eles, o cobre,

sobre células de mamiferos mantidas em cultura.
3.12. Cromo (Cr)

Efluentes ricos em cromo sio provenientes das indudstrias de beneficiamento de couro
(curtumes), galvanoplastia e produtoras de corantes, tintas e papel. Este elemento se apresenta no
ambiente aquatico na forma de cromo trivalente e cromo hexavalente. Geralmente, o Cr(VI) ¢é
mais toxico que o Cr(IIl) e é capaz de se acumular na cadeia alimentar e chegar até os seres
humanos, cuja fisiologia pode ser alterada por severos problemas de saude, que vao desde

irritacdo cutanea a cancer de pulmao (KHEZAMI; CAPART, 2005). De acordo com Matsumoto
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et al. (2006), o cromo ¢é reconhecido por ter efeitos toxicos, genotdxicos, mutagénicos e
carcinogénicos sobre os homens e os animais. O Cr(IlI) é potencialmente mutagénico, mas ele
nao consegue atravessar as membranas celulares e s6 pode ser absorvido pelas células por
processos de endocitose, 0 que o torna menos acessivel a elas. No entanto, o Cr(IIl) pode ser
convertido para o Cr(VI) no ambiente e atravessar facilmente as membranas celulares, podendo
afetar diretamente as moléculas de DNA. Além disso, uma vez dentro das células, o Cr(VI) pode
ser novamente reduzido a Cr(III) e, assim, permitir que este metal provoque danos genotéxicos
(MATSUMOTO, 2003). Essas informagdes corroboram o trabalho de Vignati et al. (2010), que
demonstraram um potencial toxico de 5 a 10 vezes maior do Cr(Ill), para algas, quando
comparado ao Cr(VI).

Os peixes sao resistentes ao acumulo de Cr, pois sao capazes de eliminar este elemento
do organismo. Assim como acontece para o Zn, o Cr entra rapidamente no organismo pelas
branquias, por difusao passiva, mas pode concentrar-se em outros 6rgaos. No entanto, a area de

acao toxica do Cr, capaz de matar peixes, ¢ dependente do pH (BIRUNGI et al., 2007).
3.13. Ferro (Fe)

O ferro ¢ utilizado por quase todos os organismos vivos. Geralmente ele ¢ incorporado
ao complexo heme, que é responsavel por transportar o oxigénio nas hemacias, até as células,
onde sera consumido. Por isso, este elemento pode ser encontrado na medula 6ssea, no figado e
no baco dos vertebrados (LIMA et al., 2011).

Quando consumido em grandes concentragcdes, o Fe pode causar danos ao trato
gastrointestinal, por promover a desregulacao e o aumento da absor¢ao do proprio ferro, levando
a intoxicacao (CHAU et al., 1993). Existem relatos de alteragdes no coragao, rins, figado e trato
gastrointestinal e inducdo de diabetes, em consequéncia do elevado consumo de sulfato de ferro
(FeSO,) (LIMA et al,, 2011). Assim como acontece com o Al, uma exposi¢ao intensa ao Fe
também ¢ associada a doencas neurodegenerativas, como Alzheimer e Parkinson (LIMA et al,,
2011).

De acordo com Lima et al. (2011), alguns estudos tém sido conduzidos para demonstrar o
potencial de indugao de aberragdes cromossomicas do Fe, mas os resultados sdo inconclusivos e
os efeitos mutagénicos ainda precisam ser elucidados. Aparentemente, o Fe livre danifica as
moléculas de DNA, por promover o estresse oxidativo, por meio da conversio de superdxidos e
peroxido de hidrogénio em radicais hidroxila (BERG et al., 2001).

No entanto, a ocorréncia de ferro em solugdo aquosa ¢ dependente das condigdes

ambientais, especialmente em relacdo ao potencial redox. Aguas superficiais de ambientes 16ticos,
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bastante aeradas, nao devem conter mais do que poucos microgramas de ferro livre, por litro de

agua, em um pH entre 6,6 e 8,5 (CHAPMAN, 19906).
3.14. Fluoretos (F°)

Os fluoretos, que sio oriundos do intemperismo de minerais, sao levados pelas
enxurradas até as aguas superficiais, enquanto, nas aguas subterraneas, eles podem ser
diretamente formados pelo contato da 4gua com o mineral do substrato sélido. As concentragoes
de fluoretos em daguas supetficiais limpas varia de 0,05 a 100 mg/L, e sua mobilidade ¢é
dependente das concentragdes de Ca, pois podem formar com este elemento compostos de baixa
solubilidade (CHAPMAN, 1996).

As principais fontes antropicas de lancamento de fluoreto no ambiente sdao as industrias
de fertilizantes a base de fosfato e induastrias de ceramica, telhas e azulejos, fundi¢oes
(processamento de ago, aluminio, cobre e niquel), inddstria alimenticia e farmacéutica, além da
cosmética, pela producao de pastas de dente e enxaguantes bucais (GHOSH et al., 2013; CAO et
al., 2013).

O tratamento da agua a ser distribuida para a rede publica tem como processo final de
tratamento a fluoretagao, processo este responsavel por reduzir, com grande alcance, a carie
dentaria da populagiao. No entanto, deve-se investigar corretamente a fonte de agua, pois, se
naturalmente ela contiver concentracoes elevadas de fluoretos, a adicio deste composto pode
comprometer a qualidade da 4gua e a saude daqueles que a consumirem (CAZOTTI et al., 2012).
De acordo com Ghosh et al. (2013), a Organizacao Mundial da Sadde limita a concentragao de
fluoreto em 1,5 mg/L. em 4guas destinadas ao consumo humano, mas recomenda 0,5 mg/L
como concentragao ideal para trazer beneficios a saide.

O consumo excessivo de fluoretos pode provocar, em seres humanos e outros animais,
uma doenca chamada de fluorose, responsavel pelo aparecimento de manchas nos dentes,
fragilizacao dos ossos e danos neuroldgicos severos. A exposicao oral aguda pode levar a ndusea,
vomitos, dor abdominal, diarreia, sonoléncia, cefaleia, convulsGes, coma, parada cardiaca e morte
(GHOSH et al., 2013).

Segundo Harmon; Wiley (2011), os organofluoretos podem comprometer o
desenvolvimento, a reproducio e a saude de algumas espécies que vivem no ambiente aquatico,
inclusive peixes. Ainda, de acordo com Sinha et al. (2000), o excesso de fluoretos pode provocar
redugio na sintese de clorofila e no conteudo proteico em vegetais.

Em peixes, o excesso de fluoretos pode causar efeitos toxicos, como retardo no

crescimento e no desenvolvimento, mudangas patoldgicas nos tecidos das branquias e do figado,
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acumulo e deformacgao 6ssea, desequilibrio metabdlico e aumento na mortalidade. No entanto,
apesar de algumas espécies de peixes apresentarem uma maior resisténcia as altas concentragoes
de fluoretos, esse composto pode induzir nestes organismo estresse oxidativo e apoptose nos

hepatocitos (CAO et al., 2013).
3.15. Fosforo Total

Altas concentragoes de fosforo, entre outros nutrientes, sao conhecidos por induzir a
eutrofizacdao, processo esse que reduz e até elimina o oxigénio dissolvido na agua (CETESB,
2014). No entanto, o fésforo pode ser um fator limitante para a proliferacio de algas, organismos
estes responsaveis pela fotossintese no meio aquatico, correspondendo ao nivel tréfico de
produtores (CHAPMAN, 1996).

De acordo com a CETESB (2014) e Chapman (1996), existem trés formas de
encontrarmos o fésforo no meio aquatico: (1) fosfato organico, quando ha o fésforo ligado a
moléculas organicas; (2) ortofosfato, que sao representados pelos radicais que se combinam com
cations, formando sais inorganicos nas aguas; e (3) polifosfatos, também chamados de polimeros
de ortofosfatos, que sao menos importantes, pois sofrem hidrolise rapida e sao convertidos a
ortofosfatos.

As principais fontes naturais de fésforo em corpos d’agua siao a geologia dos leitos dos
rios e a decomposicio da matéria organica existente. No entanto, raramente o fésforo ¢
encontrado em altas concentraces nos recursos hidricos, porque ele ¢ facilmente utilizado pelos
vegetais. Em ambientes limpos sdo aceitos niveis de 0,005 a 0,020 mg/L PO, Niveis superiores
a este citado, ja podem caracterizar ambientes impactados (CHAPMAN, 1996).

Industrias que utilizam acido fosfoérico e sais de fosfatos como matéria-prima, como as
industrias de detergentes a base de fosfato e as de fertilizantes, sao as provaveis fontes de fosfato

nos rios (OSIBAN]JO et al., 2011).
3.16. Manganés (Mn)

De acordo com Lima et al. (2011), o manganés é um elemento essencial para animais e
vegetais e ¢ necessario para o crescimento, desenvolvimento dos organismos ¢ a manutenc¢ao da
homeostase organica. Nos animais, este metal ¢ um cofator importante para diversas enzimas
envolvidas com a sintese de DNA, com a sintese de neurotransmissores e a transducdo de sinais,
sendo adquirido, diretamente, pela alimentacao e, indiretamente, pela inalagao de particulas
(SANTAMARIA; SULSKY, 2010). Porém, quando em excesso, o Mn pode causar

neurotoxicidade em adultos e em embrides durante a gestagao, além de afetar o sistema nervoso
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central de maneira cronica e provocar uma sindrome conhecida como manganismo. A
neurotoxicidade do manganés pode estar associada a danos e problemas na replicagao ao DNA, a
inativacao de enzimas de detoxificacdo que protegem as células e a sua associagdo com o sistema
redox celular (LIMA et al., 2011).

Ja nos vegetais, o Mn participa do processo respiratério e sua deficiéncia prejudica o
desenvolvimento vegetal e, consequentemente, a agricultura (GERBER et al., 2002).

De acordo com Santamaria; Sulsky (2010), o Mn ¢ o quarto metal mais usado nas
industrias, com alto uso em siderurgias, em baterias secas, na produ¢ao do permanganato de
potassio e seus derivados, na produ¢ao de vidro, no clareamento de tecidos, em palitos de
tosforo e fogos de artificio, na cobertura metalica, como agente oxidante, e nos curtumes.
Compostos organicos com Mn estio presentes em fungicidas, aditivos de combustiveis e em
substancias de contraste para ressonancia eletromagnética (SANTAMARIA; SULSKY, 2010).

A concentra¢ao maxima de manganés encontrada em 4guas doces limpas é de 100 ng/L e
na dgua potavel, para consumo humano, a sua concentracio deve ser de cerca de 4 pg/L, embora
a Agéncia de Protecao Ambiental dos EUA limite a concentracio em 0,05 mg/L. (GERBER et
al., 2002). Santamaria; Sulsky (2010) descrevem que sdo poucos os estudos que reportaram efeitos
toxicos deste elemento, pela exposiciao a agua contaminada, mas explica que no Japao houve um
caso onde individuos consumiram agua de um pog¢o contaminado por Mn (28 mg/L), derivado
de baterias enterradas proximas ao pogo, que sofreram letargia, tremores e disturbios mentais.

Nao sio conhecidos efeitos téxicos naturais para o manganés, derivada da ingestao de
alimentos ou por tomar quantidades consideraveis de suplementos e, aparentemente, 0 manganés
existente no ambiente nao oferece ameaga a0 homem e nem ao proprio meio (GERBER et al,,
2002). No entanto, Santamaria; Sulsky (2010) relatam diversos estudos que demonstram o
potencial neurotéxico do Mn, quando sao inalados compostos que contenham esse elemento.

Embora poucos trabalhos apontem para uma indu¢ao de efeitos toxicos pelo Mn, seu
potencial mutagénico foi bem descrito por Gerber et al. (2002). Estes autores compilam
informag¢oes importantes: o permanganato de potassio ¢ capaz de prejudicar a integridade da
cadeia de DNA; a fidelidade de replicagio do DNA é comprometida na presenca de Mn"; o
sulfato de manganés pode induzir muta¢Ges em organismos-teste procariontes; o Mn pode atuar
como um fator de indugao de erro na replicacio de DNA mitocondrial em Saccharomyces cerevisae
o cloreto de manganés pode induzir muta¢oes em Drosophila melanogaster ¢ em células de
mamiferos mantidas em cultura.

De acordo com Birungi et al. (2007), os efeitos do Mn nao ¢ dependente apenas da sua

concentragao total, mas sim da concentracio do manganés oxidado, pois esta forma ¢ mais
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disponivel. Altas concentrag¢oes de cloretos, nitratos e sulfatos podem aumentar a solubilidade do
Mn e, consequentemente, aumentar sua mobilidade na agua e, consequentemente, o seu
consumo pelas plantas.

Em relagio aos peixes, altas concentracdes de fons célcio (Ca*") competem com os fons
Mn, durante a absor¢ao pela superficie branquial, diminuindo a biodisponibilidade do Mn e seus

efeitos nestes organismos (SEYMORE et al., 1995).
3.17. Mercurio (Hg)

Atividades antropogénicas como a queima de combustiveis fosseis, a incineragao de lixo e
a mineragao sdo as principais fontes responsaveis pelo langamento do mercurio no ambiente.
Este elemento ¢ altamente toxico, portanto deletério para os organismos (BHOWMIK; PATRA,
2013).

Os corpos d’agua ainda podem receber o Hg por deposi¢oes atmosféricas. Uma vez na
agua, este metal pode se incorporar nas teias alimentares aquaticas, logo apds a conversio do Hg
inorganico em metilmercurio (MeHg) por bactérias redutoras de sulfato (LARSON et al., 2014).
O resultado desta conversao acaba sendo pior, pois o0 MeHg ¢é mais toxico do que sua forma
isolada (Hg) (CHAPMAN, 1996). Contudo, o mercurio ja é reconhecidamente conhecido como
um potente indutor de danos no sistema nervoso central e, por isso, uma potente neurotoxina.
Altas concentragdes de mercurio podem causar comprometimento das fun¢des pulmonares e
renais, dores no peito e dispneia e severos efeitos neurotdxicos. O exemplo classico de
contaminacao por Hg foi registrado no Japao, onde pessoas que consumiram peixes
contaminados com Hg (pescados na baia de Minamata) morreram em decorréncia desta
contaminacao (FU; WANG, 2011).

Este contaminante, quando presente em ambiente aquaticos, é passivel de ser
biomagnificado por meio da cadeia alimentar (CHAPMAN, 1996). Melo et al. (2013) também
demonstraram o impacto de mineradoras de ouro no Brasil sobre trés espécies de peixes topo de
cadeia alimentar dos rios do Amazonas, ao apresentarem altos indices de micronucleos, devido a
exposi¢ao ao Hg. Larson et al. (2014) também demonstraram que o padriao de cheias nos rios
amazonicos carrega o Hg presente no solo para o leito dos rios, impactando as espécies de peixes
locais.

De acordo com Bhowmik; Patra (2013), existem varios experimentos sobre a toxicidade
do Hg, especialmente do MeHg, realizados, principalmente, com peixes e bactérias. No entanto,
poucos sao os trabalhos que avaliaram estes efeitos em mamiferos. Estes autores testaram o

cloreto de mercario (HgCl,) em ratos e mostraram que a exposi¢ao cronica, mesmo em baixas
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concentragoes, foi capaz de induzir frequéncias significativas de aberracGes cromossOmicas e

danos a0 DNA, avaliado pelo ensaio do cometa.
3.18. Niquel (Ni)

O niquel ¢ abundantemente disponivel na crosta terrestre e, por isso, ¢ possivel encontrar
concentragoes naturais deste elemento no solo e na agua, sem oferecer riscos biologicos. No
entanto, uma vez no meio ambiente, o Ni ¢ rapidamente complexado com diversos ligantes e
torna-se um dos metais mais méveis e, quando em altas concentragdes, pode ser toxico para a
biota e para os seres humanos (MANSOURI et al., 2012). Este elemento quimico, na forma do
fon Ni*", é proveniente, principalmente, do efluente liquido de industrias de galvanoplastia, de
cletronicos e da limpeza de metais, cujas altas concentragdes causam sérios problemas de
poluicao (BORBA et al., 2000).

Quando consumido além dos niveis criticos, o Ni pode induzir sérios problemas
pulmonares e renais, além de provocar danos ao sistema gastrointestinal, fibrose pulmonar e
dermatite (BORBA et al., 20006). Também foram registrados problemas imunolégicos,
neurolégicos e reprodutivos em seres humanos, mas o efeito mais sério é provocado mediante a
exposi¢oes cronicas, com a indugao de cancer de pulmao e do seio nasal (CARMONA et al,,
2011). Deste modo, baseados em estudos com seres humanos e outros animais, a Agéncia
Internacional para a Pesquisa sobre Cancer (IARC) classificou os compostos que possuem Ni (e
nao o Ni metalico) como carcinogénicos (International Agency for Research on Cancer (IARC,
1990). Apesar de Hartwig et al. (1994) afirmarem que este metal ¢ um agente genotdxico fraco,
Carmona et al. (2011) discutem o efeito genotéxico do Ni, pelo fato de diversos trabalhos
realizados com diferentes organismos-teste divergirem sobre a genotoxicidade deste metal.
Alguns trabalhos apontam como um agente potencialmente genotdxico, enquanto outros sao
contrarios. Estes autores ainda discutem que ha a possibilidade do Ni estar envolvido com a
inibicao do sistema de reparo do DNA, o que acarretaria na genotoxicidade, mutagenicidade e
carcinogenicidade do mesmo.

De acordo com Hartwig (1995), alguns estudos demonstraram que o Ni foi capaz de
induzir quebras de fitas de DNA, formacao de espécies reativas de oxigénio e consequente dano
ao DNA e interferir no reconhecimento e reparo do dano por incisio. Carmona et al. (2011)
testou o efeito genotéxico e mutagénico do cloreto de niquel (NiCl,) e do sulfato de niquel
(NiSO,) pelo teste de manchas da asa de Drosophila melanogaster (teste SMART), que detecta
principalmente recombina¢des somaticas. Estes autores concluiram que estes compostos nao

induziram alteracbes mutagénicas no organismo-teste, porém, pelo ensaio do cometa com
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hemocitos, apenas o NiSO, apresentou-se genotoxico. No estudo realizado por Bianchi et al.
(2011), as 4aguas do rio Monjolinho, em Sio Catrlos, Brasil, contaminadas com niquel, induziram
aberra¢oes cromossomicas em A. cepa, evidenciando o impacto deste metal nos recursos hidricos.

Além de danos genotoxicos e mutagénicos, o Ni também ¢ capaz de provocar a
mortalidade de peixes no ambiente aquatico, dependendo de sua concentracdo. SveceviCius
(2010) testou a toxicidade aguda do Ni em cinco espécies de peixes de agua doce e concluiu que a
concentra¢ao letal (CL50) variou entre 19,3 e 61,2 mg/L. No trabalho de Mansouti et al. (2012)
foi verificada a bioacumulagdo do Ni em Capoeta fusca, de modo diretamente proporcional a
concentragao ¢ ao tempo de exposi¢ao, sendo que as branquias foram determinadas como 6rgao
alvo de acimulo e eliminacao do metal.

Embora no trabalho de Carmona et al. (2011), o NiCl, ndao tenha demonstrado efeito
genotdxico, o trabalho de Seoane; Dulout (1999) faz referéncia a outros estudos que comprovam
esta atividade em células de mamiferos, inclusive para células humanas. No entanto, nos proprios
resultados obtidos por Seoane; Dulout (1999), o Ni apresentou-se como o elemento mais fraco
na indugao de genotoxicidade, quando comparado com os efeitos desencadeados pelo o cadmio e

o potassio.
3.19. Nitrogénio

O nitrogénio é um elemento essencial para os organismos vivos, pois ¢ um constituinte
importante das proteinas e do material genético. Alguns organismos, como algumas plantas e
alguns microrganismos especificos, fazem a conversao do nitrogénio inorganico em nitrogénio
organico, pelo ciclo do nitrogénio.

No ambiente, o nitrogénio existe na forma de nitrato (NOy), nitrito (NO,), ion amodnio
(NH,") e nitrogénio molecular (N,). No caso da amonia, ela ocotre naturalmente nos corpos
d’agua, pela producao a partir da quebra de compostos nitrogenados, da excre¢ao realizada pela
biota e pela reducao do gas nitrogénio feita por microrganismos (CHAPMAN, 1996).

Aguas limpas possuem de 2 a 3 mg/1. de amonia e valores superiores a esses determinam
um ambiente que recebe efluentes domésticos e industriais, além de fertilizantes das zonas rurais
(CHAPMAN, 1996). De acordo com Schram et al. (2010), taxas elevadas de amonia na agua
levam ao rapido acimulo de amonia no plasma e nos tecidos dos peixes, em sua forma idnica
(NH,"), que, em altos niveis, podem provocar neurotoxicidade.

Aguas poluidas e despejos industriais geralmente elevam as concentragdes de nitrito no

ambiente, quando ha muita amoénia sendo oxidada (AVILEZ et al., 2012).
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Quando os niveis de nitrito sao altos no ambiente, os peixes apresentam elevados niveis
de nitrato no plasma, devido a um mecanismo de defesa intrinseco que possuem, ja que o nitrato
¢ menos téxico (DOBLANDER; LACKNER, 1997). No entanto, diferentes espécies de peixes
possuem diferentes niveis de resisténcia ao nitrito (ROQUES et al.,, 2013), ou seja, no caso de
aguas contaminadas com niveis elevados, o nitrito podera induzir um desequilibrio ecolégico.

O nitrito ¢ muito tOxico para 0s organismos vivos, principalmente para os peixes, que o
absorvem pelas células cloridricas existentes nas branquias e, na corrente sanguinea converte a
hemoglobina em metahemoglobina, impossibilitando o transporte do oxigénio (ROQUES et al.,
2013). No entanto, a formagao da metahemoglobina ¢ também reconhecida em outros animais,
inclusive seres humanos, cuja doenga recebe o nome de metahemoglobinemia ou “sindrome do
bebé azul”, devido a maior incidéncia registrada em criangas de até 3 meses de idade (KERSTA-
WILSON, 2007). De acordo com Fewtrell (2004), a alta concentraciao de nitrito, ingerida pela
agua potavel, ¢ convertida em nitrato pelas bactérias endégenas do intestino. O nitrato oxida o
ferro da hemoglobina e a inutiliza para o transporte de oxigénio, provocando cianose, estupor e
anoxia cerebral.

O nitrato, quando presente em altas concentragdes no ambiente, pode ser acumulado
pelas plantas e introduzido a cadeia tréfica. No entanto, na presenca de luz solar, as plantas sao
capazes de reduzir o nitrato a amonia, e esta ¢ incorporada a proteinas e outras moléculas mais
complexas (MENSINGA et al., 2003). Para seres humanos, o risco da concentragao acentuada do
nitrato do ambiente é também o desenvolvimento da metahemoglobinemia, mas quando
presente na circulagio de uma gestante, o nitrato pode passar para o feto pela placenta,
provocando aborto (MANASSARAM et al., 2007).

Os nitratos podem ser lancados nos rios pelo carreamento de fertilizantes a base de
nitrogénio, de residuos provenientes da criacio de aves e de processos agronomicos, assim como
o lixiviado de residuos domésticos também pode contribuir para o aumento dos niveis de nitratos

e outros compostos nitrogenados no leito dos rios (OSIBANJO et al., 2011).
3.20. Potassio (K)

O potassio é encontrado em baixas concentragdes (< 10 mg/L), sob a sua forma ionica
K", em 4guas naturais, j4 que as rochas compostas por potissio sdo relativamente resistente a0s
intemperismos. Entretanto, sais de potassio sao altamente soluveis e muito utilizados nas
industrias e em fertilizantes aplicados na agricultura, tornando possivel sua entrada nos corpos
d’agua pelo carreamento das areas de plantio ou por efluentes industriais (CHAPMAN, 1996).

Dentre os sais de potassio, o bromato de potassio (KBrO;) ¢ um aditivo alimentar comumente
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utilizado na producdao de paes, cervejas e queijos, mas também utilizado na industria dos
cosméticos (AHMAD et al. 2013). No entanto, o bromato de potassio presente na agua ¢
oriundo, principalmente, do tratamento de desinfec¢ao da 4gua por ozonizagio, onde este
subproduto pode ser formado e detectado na dgua potavel (AHMAD et al.,, 2012).

Segundo Ahmad et al. (2013) o KBrO; ¢ prejudicial a saude humana, por ser nefrotdxico,
pois os rins sao os alvos primarios da acao deste composto. Ainda, estes mesmos autores relatam
que o figado, a tiredide e os testiculos podem ser afetados, ja que estudos em roedores mostram
que hd a incidéncia de tumores nestes 6rgaos.

De acordo com Chapman (1996), o potassio e seus sais sao rapidamente incorporados as
estruturas minerais do ambiente e acumulados pela biota aquatica, ja que ele ¢ um elemento
nutricional essencial.

Os efeitos genotoxicos e mutagénicos tem sido estudados e revelados por alguns estudos.
O trabalho de Ahmad et al. (2013) demonstrou o potencial genotéxico do bromato de potassio
sobre as células de intestino de ratos, zz vive, apés uma unica administracao oral desta substancia.
Os autores sugerem que os danos induzidos pelo bromato de potassio foram produzidos por
espécies reativas de oxigénio. Este efeito foi confirmado por Zhang et al. (2011), que também
observaram o potencial genotdxico e mutagénico induzido por estresse oxidativo.

Priestley et al. (2010) verificaram o potencial genotéxico do KBrO; sobre células de
camundongos, # vitro, porém os autores destacam que os danos genotdxicos foram observados
apenas por algumas técnicas, enquanto outras demonstraram-se negativas. Efeitos mutagénicos
do KBrO, foram observados por Kaya; Topaktas (2007), por meio da analise de linfécitos
periféricos em seres humanos. Os autores verificaram um aumento significativo da frequéncia de
micronucleos.

Em relacio aos efeitos de compostos de potassio sobre vegetais, Gémurgen (2005)
reportou os efeitos citotoxicos, genotoxicos e mutagénicos de dois preservantes alimenticios, o
metabissulfito de potassio e o nitrato de potassio, sobre o organismo-teste Alium cepa. Neste
estudo, estes compostos inibiram a divisao celular dos meristemas, reduzindo o indice mitético, e

induziram frequéncias significativas de aberragdes cromossomicas e de micronucleos.
3.21. Sédio (Na)

Todos os recursos hidricos apresentam um pouco de sédio, uma vez que os sais de soédio

sao altamente soluveis e este ¢ um dos elementos quimicos mais abundantes na Terra. O sédio
A + . . :

pode ser encontrado em sua forma i6nica (Na'), pois este ¢ um elemento essencial para os

organismos vivos, como plantas e animais (CHAPMAN, 1996).
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A concentracio de soédio em aguas superficiais pode aumentar quando existem
lancamentos de esgoto e efluentes industriais nao tradados. Assim como acontece em locais de
lancamentos de efluentes, regides com precipitagao frequente de neve pode também apresentar
contaminacao dos seus corpos d’agua pelo cloro, inclusive das aguas subterraneas, pois ha neste
locais a aplicacdo de cloreto de s6dio (NaCl) para forcar o derretimento da neve. Em regides
costeiras, onde ha entrada de agua do mar nos corpos de agua doce também pode haver aumento
na concentracio de sédio (CHAPMAN, 1996). De acordo com Suwannoppadol et al. (2012),
industrias de processamento de frutos do mar manipulam matérias-primas ricas em Na, cujos
efluentes também podem conter concentragdes excessivas de sais. Além disso, existem industrias
que fazem uso de substancias alcalinas (como NaOH, Na,CO; e NaHCOj;), para neutralizar a
acidez de algumas solu¢oes (SUWANNOPPADOL et al., 2012).

Apesar do sédio ser essencial para o crescimento bacteriano, seu excesso pode induzir o
estresse osmotico nestes organismos, o que culmina na reducao das atividades celulares e na
plasmolise das células (SUWANNOPPADOL et al.,, 2012).

Alguns compostos formado pelo Na possuem a capacidade de induzir alteragdes nos
organismos vivos, como ¢ o caso do fluoreto de sédio (NaF), um sal muito utilizado na profilaxia
de caries dentarias e no processo de fluoretagio do tratamento de 4gua. Entretanto, esta
substancia, mesmo em baixas concentragdes, foi capaz de induzir danos citotoxicos, genotdxicos
e mutagénicos em diversos organismos, principalmente por meio de estresse oxidativo (] et al.,
2013).

O metabissulfito de sédio (Na,S,0;) ¢ um agente redutor muito utilizado como uma
substancia anticloretos, antioxidante e sulfonante. Devido as suas propriedades, este composto
tem sido utilizado em industria alimenticia, contra a proliferacao de microrgnaismos, ou seja, um
preservante alimenticio (CARVALHO et al, 2011a). Outro uso desta substancia acontece
durante a coleta de camardes, pois ela evita o aparecimento de manchas negras no tecido do
animal, o que poderia prejudicar a qualidade e o comércio deste produto (CARVALHO et al,,
2011b). No entanto, o estudo realizado por estes autores demonstrou que os efluentes
provenientes desta pratica impactam os vegetais da regiao, ja que houve inibicao do crescimento
e do indice mitético das raizes de Alium cepa, sugerindo toxicidade e citotoxicidade.

Os efeitos genotoxicos e mutagénicos do metabissulfito de soédio também foram
observados no trabalho de Carvalho e colaboradores (2011a), por meio da exposi¢iao oral deste

quimico em camundongos.
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3.22. Zinco (Zn)

O zinco ¢ um elemento essencial para a saide humana, pois ¢ importante para as funcoes
fisiolégicas dos tecidos vivos e para o equilibrio e regulagdo e muitos processos bioquimicos.
Porém, em excesso, o Zn pode causar problemas de satde como célicas estomacais, irritacoes
cutaneas, vomitos, nauseas ¢ anemia (OYARO et al., 2007).

As bactérias sdo os organismos mais afetados pelo Zn, quando comparado com os outros
organismos vivos. Elas ainda sdo os principais responsaveis pela autodepuragao nos ambientes de
agua doce (CHAPMAN, 1996). Assim, contamina¢des por zinco podem caracterizar um
problema de ordem ambiental. Desta forma, quando se pensa no ambiente como um todo, os
limites de Zn no ambiente devem ser pensados de acordo com a sensibilidade das bactérias, pela
importancia deste organismos na manuteng¢ao do equilibrio do ecossistema (CHAPMAN, 1996).

A concentrag¢ao que provoca a toxicidade do Zn depende da concentragao de Ca e de
condi¢bes ambientais ideais, ja que o Zn soluvel ¢ encontrado em abundancia em situagdes de
oxidagao elevada e pH de 5,0 a 6,5, enquanto é mais dificil encontra-lo nesta forma em ambiente
de pH 8,0 ou em ambiente moderadamente ou fortemente redutor, mesmo com pHs entre 5,0 e
06,5 (CHAPMAN, 1996; BIRUNGI et al., 2007; DE SCHAMPHELAERE; JANSSEN, 2010).

Os peixes possuem as branquias como via de entrada de diversos metais, inclusive do Zn.
Quando o Zn ¢ encontrado em altas concentrac¢oes, este metal pode prejudicar este tecido, por
meio da separagao do epitélio, do aumento das lamelas primarias e secundarias e da oclusao dos
espacos centrais de passagem de sangue, o que resulta na reducao do consumo de oxigénio e na
habilidade de transportar {fons pela superficie branquial (BIRUNGI et al., 2007).

Apesar de as branquias serem a porta de entrada dos metais, o Zn acumula-se no figado,
o que demonstra a eficiéncia deste 6rgao na detoxificagdo do organismo, por meio da ligacio
com as metalotioneinas e do armazenamento do agente téxico. Além disso, foi verificado que os
musculos nao acumulam grandes quantidades do Zn, o que indica que os peixes contaminados
com Zn podem ser seguros para o consumo (BIRUNGI et al., 2007).

Harmon; Wiley (2011) descreve em seu trabalho que os organismos-teste Ceriodaphnia
dnbia e Daphnia pnlex, expostas ao cloreto de zinco por 30 dias, tiveram a densidade e a taxa de
crescimento populacional prejudicados por esta substancia.

De maneira mais especifica, o Zn também foi capaz de induzir efeitos epigenéticos em
Daphnia magna, com a supressao de genes ligados a transcricao e traducio, e superexpressao de
genes ligados ao estresse oxidativo e ao metabolismo. Estes efeitos ainda persistiram em duas

geragoes subsequentes, nao expostas ao Zn (VANDEGEHUCHTE et al., 2010).
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4. Consideragdes finais e conclusoes

Todos os corpos d’agua estao interligados, da atmosfera ao oceano, via o ciclo da agua,
porém os recursos hidricos continentais (principalmente rios, lagos e aguas subterraneas) estao
estreitamente relacionados entre si. Embora exista uma influéncia mutua entre eles, ha uma
divergéncia nas propriedades hidrodinamicas dos mesmos.

Conforme Chapman (1996), os rios sao caracterizados por uma corrente unidirecional,
cujo fluxo ¢ relativamente alto, mas variavel com o tempo e dependente do clima e do padrao de
drenagem. Geralmente ha uma mistura aprimorada e continua na coluna d’agua dos rios, devido a
corrente e a turbuléncia. Ja os lagos sdo caracterizados por um fluxo lento e multidirecional,
fazendo com que a agua resida neste local por longos periodos. Existem padroes de estratificagao
com mistura vertical da 4gua, cuja periodicidade depende das condi¢des climaticas e da
profundidade do lago. Por dltimo, as 4guas subterraneas sio caracterizadas por um fluxo
tranquilo e muito lento, com velocidade inferior a dos lagos, pois ¢é regido pela porosidade e
permeabilidade do solo e das rochas. Quase nao existe mistura vertical nestas aguas, mas sua
dinamica pode ser muito diversificada, de acordo com a formagao geoldgica.

Desta forma, quando se tem a intencao de realizar andlises fisicas e quimicas de um
ambiente aquatico e avaliar um possivel impacto antrépico, o tipo de corpo hidrico tem que ser
levado em consideragao, para que um resultado nao seja superestimado ou subestimado.

De acordo com Agarwal; Saxena (2011), varios pesquisadores tentam checar a qualidade
de 4gua apenas pelos parametros fisicos e quimicos. Porém, alguns fazem relagdes empiricas para
realizar essa avaliagao, mas nenhum deles estabelece uma correlagio entre os parametros e como
eles poluem a 4agua. Outros autores tentam estabelecer indices de qualidades de agua, como uma
forma de transformar a avaliacido da qualidade das 4guas superficiais em uma expressio numérica.
Segundo Debels et al. (2005), o indice de qualidade de agua torna o entendimento de diversas
informagoes mais facil e rapido, principalmente quando a informac¢ao deve ser transmitida a
grandes publicos.

A poluigio de um rio afeta primeiramente suas caracteristicas fisicas e quimicas e depois
destroi, sistematicamente, a comunidade aquatica, comprometendo a cadeia alimentar e
colocando a saude publica em risco. Diversos usos dos rios estao intimamente ligados com o
aumento da polui¢ao e, por isso, quando uma atividade poluidora ¢é estabelecida em uma regiao, a
avaliacdio e¢ o monitoramento da qualidade do ambiente devem ser imediatos, para evitar o
prejuizo das populagdes humanas e dos ecossistemas localizados a jusante (JINDAL; SHARMA,
2010).
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A partir das informagdes pesquisadas, observa-se a importancia da avaliagao da qualidade
da 4gua, ja que esse recurso mineral vital tem sua disponibilidade restrita e esta cada vez mais
sujeita a influéncia antropica.

Atualmente temos diversas ferramentas, inclusive de alta tecnologia, que podem ser
aplicadas para evitar a contaminac¢do e/ou promover a recuperacao dos recursos hidricos. Sabe-se
que a biorremediagao, aplicada a solos e aguas residuarias, tem sido a melhor forma de se
recuperar ambientes impactados. Os pesquisadores tém desenvolvido novos métodos, modelos
matematicos, ferramentas de monitoramento automatizado e, com isso, estio adquirindo novos
conhecimentos na area da preservacio ambiental. No entanto, estas informag¢des devem ser
disseminadas com muito esfor¢o, para que, tanto os paises desenvolvidos quantos aqueles ainda
em desenvolvimento, possam assegurar a saude ambiental.

Além disso, deve existir um maior empenho no uso e interpretagao dos dados adquiridos
por meio destas analises, de modo que essas nao sejam executadas apenas para cumprir as
legislacbes vigentes, mas que possam realmente colaborar no entendimento das causas e
consequéncias sobre a biota. As entidades governamentais devem, além de regulamentar o uso
das aguas pelas atividades industriais, agronémicas e domésticas, fortalecer a fiscalizagao, quanto
ao cumprimento da legislacao.

Quanto a legislagao, esta deve ser mantida atualizada, pois a ciéncia estd constantemente
levantando novas informagoes pertinentes a preservacao, que devem ser sempre incorporadas,
para assegurar a boa qualidade ambiental. Ainda, as leis devem ser elaboradas/revisadas por um
grupo de pessoas que tenha dominio ou relagdo com a area das ciéncias ambientais, de modo que
nao sejam baseadas apenas em fatores socioecondomicos.

Hoje, a humanidade possui meios para preservar os ultimos recursos hidricos isentos de
contaminacao e recuperar aqueles ja impactados, bem como buscar por fontes alternativas de

agua para aquelas regides onde realmente nao exista a disponibilidade de dguas doces.
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Resumo

Atualmente a humanidade enfrenta o desafio da escassez de aguas doces de qualidade que
estejam disponivels para o consumo e, 20 mesmo tempo, busca recursos e conhecimentos para
evitar a contamina¢ao ou promover a recuperacao dos recursos hidricos. A industria do petroleo
utiliza grandes volumes de agua para processar e transformar sua matéria-prima, o que acaba
gerando efluentes ricos em contaminantes, mesmo depois de tratados. Este estudo teve como
objetivo principal avaliar a eficiéncia do tratamento das 4guas servidas, realizado pela maior
refinaria brasileira e, consequentemente avaliar os possiveis impactos de seus efluentes sobre os
recursos receptores destes, por meio dos testes de anormalidades nucleares e do micronicleo em
Oreochromis niloticus (Perciformes: Cichlidae). Foram realizados dois tipos de exposicao (ex situ e in
sitrl), cujos resultados foram comparados, estatisticamente, entre si e com um controle negativo,
bem como foram correlacionados com dados meteorologicos e caracteristicas fisicas e quimicas
sazonais da regido, na tentativa de se determinar que tipo de relagao pode ser estabelecida entre
os principais fatores atuantes sobre o organismo-teste. Os resultados das andlises fisicas e
quimicas indicaram que poucos parametros estao em desacordo com a legislacio brasileira. A
analise dos parametros biologicos permitiram determinar que o efluente da refinaria pode estar
associado a indugdo de alguns efeitos genotdxicos nos organismos testados, porém nenhum
efeito mutagénico foi observado. Na busca de se determinar quais fatores ambientais podem ser
os principais indutores desses danos bioldgicos, foi aplicado o teste correlacio multivariada
canonica. Hste teste mostrou-se eficiente para a comparagao dos grupos de variaveis
estabelecidos, indicando a quais parametros os bioindicadores estao mais sujeitos a sofrerem

maior influéncia.

Palavras-chave: peixes, micronucleo, anormalidades nucleares, efluentes industriais,

genotoxicidade, parametros fisicos e quimicos, pluviosidade.
1. Introdugio

A disponibilidade de corpos de agua doce de qualidade para consumo humano e para a
sustentabilidade da biota dos ecossistemas ¢ um dos maiores desafios da humanidade. Varios
fatores podem estar relacionados com essa questao, como o crescimento populacional intenso, a
urbanizacdao, a transformagao no uso da terra e a poluicio (VIALLE et al, 2011). A
contaminacao dos ambientes aquaticos por despejos industriais, agronomicos e domésticos
resultam na mortalidade ou reducao da fauna aquatica e, por isso, o nimero de estudos que

objetivam avaliar a genotoxicidade das aguas poluidas aumentou (LEMOS et al., 2007).
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De acordo com dados da EPA (USEPA, 2013), a industria de refino do petrdleo ¢ a
oitava, em uma lista de 27 tipos de industrias, quanto ao lancamento de quimicos no ambiente,
sendo responsavel, em 2013, pelo despejo de 30.856.699,60 kg de substancias quimicas. Neste
contexto, El-Naas et al. (2014) afirmam que uma refinaria de petréleo pode ser uma grande
consumidora de agua e geradora de quantidades significativas de efluentes, e que esta alta
produgao nio serd, tampouco, reduzida, devido ao intenso consumo dos derivados do petroleo.

O efluente de uma refinaria de petréleo contém poluentes organicos e inorganicos, como
fendis, dleos e graxas, sulfitos, amonia, metais pesados e hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(HPAs). Apesar de poderem ser removidos pelo tratamento realizado pela propria refinatia,
algumas substancias genotoxicas podem ainda permanecer no efluente e influenciar a biota
aquatica (HOSHINA et al., 2008; SOUZA; FONTANETTI, 2012).

Os peixes sdo importantes fontes de alimento para os seres humanos e, se contaminados,
podem oferecer risco a saude publica (SEVCIKOVA et al., 2011). Os peixes podem ainda ser
utilizados como eficientes bioindicadores de poluicdo, principalmente de agentes genotéxicos,
pois, além de entrarem em contato com poluentes da agua pelas vias digestorias e dérmicas, o
fazem também pela via respiratéria, expondo as suas branquias aos contaminantes, cujas
respostas organicas podem ser facilmente observadas, caracteristicas estas que oOs tornam
recomendados como organismo teste de poluiciao hidrica. (DE FLORA et al.,, 1993). O teste do
micronucleo (MN), devido a sua simplicidade de aplicacdo, é uma das técnicas mais aplicadas
para identificar alteragdes gendmicas em organismos sujeitos a contaminagao ambiental
(BOLOGNESI; HAYASHI, 2010). De maneira complementar ao teste do MN, a avaliagao da
frequéncia de anormalidades nucleares (AN) também ¢ considerada um método de investigacao
dos modos de acio de contaminantes ambientais sobre estes bioindicadores (CAVAS;
ERGENE-GOZUKARA, 2005; HOSHINA et al., 2008).

O objetivo deste estudo foi avaliar a qualidade das aguas de rios brasileiros, apos
receberem efluentes de uma grande refinaria de petréleo; a eficiéncia do tratamento usado pela
refinaria e a influéncia das condi¢Ges climaticas, fisicas e quimicas no impacto ambiental da

regiao, utilizando-se o organismo-teste Oreachromis niloticus.
2. Material e métodos
2.1. Caracterizagdo da area de estudo

A maior refinaria de petréleo do Brasil estd localizada na cidade de Paulinia, em uma area
situada entre os rios Jaguari e Atibaia, rios estes pertencentes a bacia do Piracicaba, Capivari e

Jundiai (Bacia PCJ). Além desta regido ser altamente industrializada e urbanizada, ela também
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apresenta uma intensa atividade agronémica. Embora os rios em questdo sejam fontes para o
abastecimento publico para diversas cidades, eles recebem efluentes domésticos e industriais.
Como a refinaria capta a 4gua em um rio (Jaguari), e a utiliza no processo de refino, faz seu
tratamento e, em seguida, a lanca no outro rio (Atibaia), os pontos de coleta de agua foram
estabelecidos no rio Jaguari (CR]), durante o sistema de tratamento do efluente realizado pela
refinaria (TFQ, ETB e LE-E) e no rio Atibaia (MRA, JRA1 e JRA2).

Os pontos de coleta de 4dgua foram caracterizados do seguinte modo: CR]J - area de
captacao de 4agua da refinaria no rio Jaguari; TFQ — saida do tratamento fisico-quimico e entrada
do tratamento biolégico; ETB — saida da estagdao de tratamento biologico e entrada da lagoa de
estabilizacao; LE-E — saida da lagoa de estabilizacao (efluente tratado da refinaria); MRA — area
do rio Atibaia a 200 metros a montante do local de despejo do efluente; JRA1 — area do tio
Atibaia a 300 metros a jusante do local de despejo do efluente; JRA2 — area do rio Atibaia a 800
metros a jusante do local de despejo do efluente. A 4rea da refinaria pode ser observada na figura
1.

As analises realizadas neste trabalho referem-se a coletas realizadas em 7 periodos
sazonais consecutivos, totalizando 2 anos de monitoramento, como apresentado a seguir:

primavera de 2011; verdo, outono, inverno e primavera de 2012; verao e outono de 2013.
2.2. Analise dos parametros fisicos, quimicos e microbiolégicos

As analises dos parametros fisicos e quimicos, e de contaminantes microbiolégicos foram
realizadas no Departamento de Bioquimica e Microbiologia da UNESP (campus de Rio
Claro/SP) e no Centro de Estudos Ambientais (CEA — UNESP), pertencente 20 mesmo campus
da UNESP. Foram avaliados os parametros: turbidez, transparéncia, cor aparente, temperatura,
condutividade, solidos totais (S.T.), sélidos sedimentaveis (S.S.), matéria volatil, matéria residual
fixa, oxigénio dissolvido (O.D.), demanda quimica de oxigénio (D.Q.O.), demanda bioquimica de
oxigenio (D.B.O.), pH, cloretos totais, nitrogénio amoniacal, nitrito, nitrato, sulfetos, cianeto,
fons (sédio, potassio, silicio, magnésio, calcio, estroncio, aluminio, fésforo, ferro e bario),
coliformes totais, coliformes termotolerantes (E. co/) e bactérias heterotréficas.

A andlise de HPAs foi realizada por uma empresa terceirizada especializada, por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas, sendo apenas as amostras dos pontos
LE-E, MRA e JRA2 analisadas. Foram avaliados os HPAs: cresdis totais, fendis, BTEX,
benzo(a)pireno, benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, criseno, acenaftileno, pireno,
acenafteno, fluoranteno, naftaleno, benzo(a)antraceno, fluoreno, antraceno, benzo(g,h,i)pirileno,

fenantreno, dibenzo(a,h)antraceno, indeno(1,2,3,cd)pireno.
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2.3. Dados meteorologicos

Os dados meteoroldgicos, relativos as datas das coletas das amostras de agua, foram
obtidos junto a Estacdo Meteoroldgica do Centro de Analise e Planejamento Ambiental

(CEAPLA/IGCE/UNESP), Rio Claro/SP.
2.4. Material biologico

O organismo-teste utilizado nos experimentos foi a espécie Oreachromis  niloticus
(Perciformes, Cichlidae), conhecida como tilapia nilética. Espécimes juvenis, de tamanho
proximo dos 10 cm, foram adquiridos em pisciculturas referenciadas da regiao, aclimatados por,
no minimo, 15 dias e mantidos nos tanques do Jardim Experimental da UNESP (campus de Rio

Claro/SP), até seu processamento.
2.5. Bioensaio ex situ

Neste trabalho foram realizados dois tipos de exposicao: ex situ € in situ. A exposicio ex
sitn foi realizada com 20 litros de agua previamente coletados nos pontos estabelecidos, trazidos
para o laboratério e colocados imediatamente em aquarios para aeragdo (overnighl) e,
posteriormente, para a exposicao dos peixes. Foram utilizados, no total, oito aquarios para a
exposicao dos peixes, sendo um para o controle negativo (CN - 4gua de pogo artesiano tratada e
livre de cloro) e os demais para cada um dos pontos de coleta de agua.

Como a toxicidade das amostras de 4gua do TFQ ja era conhecida, a mesma foi diluida na
proporcao de 2:1 (2 partes de agua de pogo: 1 parte de amostra bruta do TFQ). Seguindo a
literatura para exposicdo ex situ de peixes em amostras ambientais (SOUZA; FONTANETTI,
2006; HOSHINA et al.,, 2008), foram colocados, por um periodo de 72 horas, sete peixes em
cada um dos aquarios. A exposi¢ao foi realizada em uma sala do biotério da UNESP (campus de

Rio Claro/SP), com temperatura controlada a 26°C e com fotoperiodo de 12 h de claro e escuro.
2.6. Bioensaio in situ

As exposi¢oes 7 situ foram realizadas pela exposicao direta de espécimes de O. nzloticus em
dois pontos do rio Atibaia (MRA e JRA1). Os peixes foram transportados, até os locais de
exposicao, em caixas plasticas apropriadas, devidamente aeradas. Duas gaiolas metalicas foram
utilizadas para o acondicionamento dos peixes no rio, sendo colocados 10 espécimes em cada

uma delas, por um periodo de 72 horas.
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2.7. Teste do micronucleo e de anormalidades nucleares

Depois do periodo de exposicio, os peixes foram submetidos a puncao cardiaca,
utilizando-se seringas de 1 mL previamente heparinizadas, para a coleta de amostras de sangue a
serem usadas na confec¢ao de 4 laminas (extensoes sanguineas) por peixe. Depois de secas, as
laminas foram fixadas em etanol absoluto por 10 minutos. Depois de 24 horas, o material foi
hidrolisado em HCI 1IN, a 60°C, por 11 minutos e, imediatamente, submetidas ao reativo de
Schiff, por duas horas.

Durante a analise, foram considerados parametros de citotoxicidade (morte celular —
nucleo heteropicnético, vacuolizagao de nucleo ou citoplasma e fragmentagao nuclear),
genotoxicidade (anormalidades nucleares — invaginacao e evaginagao do envoltério nuclear, broto
nuclear e células binucleada) e mutagenicidade (micronuicleo).

As analises das laminas foram realizadas pela contagem de 1.500 eritrécitos por espécime
(500 células por lamina, sendo trés laminas por peixe), totalizando 7.500 células analisadas por
amostra de agua coletada ou para cada ponto de exposi¢ao. Os eritrocitos foram analisados por

microscopio de luz em aumento de 1.000x.
2.8. Analises estatisticas

Inicialmente, foram comparados os dados obtidos em cada um dos pontos de coleta de
uma mesma estacao do ano com os obtidos no teste CN, da mesma estacao climatica. Para isso,
foi utilizado o teste nao paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn de
compara¢ao multipla, com a confiabilidade de 95% (p < 0,05), por meio do software GraphPad
Prism 6.00 para Mac OS X (GraphPad Software — La Jolla, California, EUA).

Os dados obtidos pelo experimento 7 situ foram comparados entre si (MON e JUS), pelo
teste nao paramétrico de Mann-Whitney, com a confiabilidade de 95% (p < 0,05).

Depois de realizados os testes estatisticos iniciais, foram realizadas duas correlagdes com
esses dados, para verificar se algum dos parametros investigados poderia estar mais relacionado
com os danos observados no organismo-teste. As correlagdes foram baseadas em uma
comparagdao mais complexa, envolvendo tanto os dados biolégicos com os parametros fisicos e
quimicos, como os dados biolégicos com os parametros meteorologicos. As correlacdes foram
consideradas fortes para valores de » menores ou iguais a -0,5 (correlagdo negativa) ou para
valores de r maiores ou iguais a 0,5 (correlagdo positiva), conforme recomendagao do software
utilizado. Para isso, foi utilizada a analise por correlagio multifatorial canonica (CCa), feita pelo

software XLSTATO, versao 2014.4.09 (Addinsoft SARL — Paris, Franca), incorporado como
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macro ao Microsoft Excel®, versao 2011 para Mac OS X (Microsoft Corporation — Redmond,
EUA).

3. Resultados e discussio

Os resultados dos dados fisicos e quimicos foram obtidos pela analise das dguas coletadas
no rio Jaguari e Atibaia. Os resultados da analise de citotoxicidade, genotoxicidade e
mutagenicidade, foram obtidos por meio da exposicao do organismo O. wiloticns as amostras de
aguas coletadas nos rios em estudo e também diretamente expostos no rio Atibaia.

Para facilitar a compreensao, os resultados biolégicos foram divididos em dois grupos. O
primeiro grupo do estudo avaliou a eficacia do sistema de tratamento empregado pela refinaria,
comparando-se os pontos CRJ, TFQ, ETB e LE-E, seguindo a sequéncia da entrada da agua na
empresa ¢ os passos de tratamento das agua servidas nesta industria. Ja o segundo grupo de
estudo avaliou o possivel impacto ambiental que a refinaria estudada induz nos recursos hidricos
sob a sua influéncia, comparando-se os pontos CRJ, LE-E, MRA, JRA1l, JRA2, para os
experimentos ex situ, e os pontos JUS e MON, para os experimento i situ.

Os dados meteoroldgicos, obtidos pela Estacio Meteoroldgica do Centro de Analise e
Planejamento Ambiental (CEAPLA/IGCE/UNESP) de Rio Claro/SP, estao organizados na
tabela 1. Os dados referentes a data da ultima precipitacao e sua quantidade de chuva (em mm),
em relacio ao dia da coleta, foram apresentados para servir como um parametro adicional na
avaliacio da qualidade da 4gua dos rios estudados. Esses dados podem indicar se houve
influéncia de contaminantes presentes no sedimento dos rios, devido a um possivel revolvimento
deste sedimento pelo turbilhonamento das aguas, ou de carreamento de poluentes das margens
para o leito do rio, geralmente promovidos por grandes volumes de chuva. A média
pluviométrica e o valor acumulado de precipitagio (em mm) dos 15 dias anteriores a data da
coleta também foram apresentados, para se ter um panorama da situagao hidrica na regiao,
demarcando as estagoes secas ou chuvosas. Ainda, os valores maximos e minimos de precipitacao
(em mm) foram apresentados para demonstrar se houve picos de pluviosidade durante o petiodo.

Na tabela 2 estao apresentados os valores de temperatura no dia da coleta, uma média da
temperatura nos 15 dias anteriores a coleta ¢ as médias de temperaturas maximas e minimas
encontradas neste periodo, todos em graus Célsius ("C).

Para facilitar a compreensao e a comparacao, os resultados foram organizados quanto a
avaliacdo da eficacia do tratamento (comparagao entre CRJ, TFQ, ETB e LE-E — tabelas 3 ¢ 4) ¢
quanto a avalia¢ao da influéncia da refinaria sobre o rio Atibaia (comparacao entre MRA, JRA1 e

JRA2 — tabelas 5 e 6).
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Quanto a analise dos HPAs, ndo foram identificados nenhum deles nas amostras de agua,
de todas as coletas realizadas. Os valores de detec¢do foram: cresdis totais (< 0,30 ug/L), fendis
(< 0,01 ng/L), BTEX (mp-Xileno < 2,00 ug/L; tolueno, etilbenzeno, xileno < 1,00 ug/L;
benzeno < 0,001 pug/L ), e 0,01 pg/L para os demais. Destes HPAs que constam na resolucio do
CONAMA 357/2005 (CONAMA, 2005) (pata as aguas do rio Atibaia) e na resolucio do
CONAMA 430/2011 (CONAMA, 2011) (pata o efluente), o valores maximos permitidos sao
superiores ao limite de detec¢ao, portanto todas as amostras coletadas estdo de acordo com os
limites preconizados pela legislacao.

Os resultados da analise biolégica obtidos pela exposicao de espécimes de Oreochromis
niloticus, ex situ e in situ, estio apresentados nas tabelas de 7 a 12. Os parametros de analise foram
os mesmos utilizados por Hoshina et al. (2008), porém o parametro de anormalidades nucleares
foi simplificado para avaliacio de evaginacao e invaginagdo nuclear, broto nuclear e células
binucleadas.

As analises de correlagao canonica foram feitas comparando-se os dados bioldgicos com
os dados meteorologicos (tabela 13) e comparando-se os dados biolégicos com os parametros
fisicos e quimicos (tabela 14).

Este trabalho avaliou a influéncia das atividades desenvolvidas pela maior refinaria de
petréleo sobre os rios em seu entorno e a eficacia do tratamento do efluente realizado por esta
indastria. Além deste estudo, foi também realizada uma analise dos riscos de contaminacio
desses ambientes aquaticos, correlacionando os dados biolégicos com as informagoes
meteorolégicas e com os parametros fisicos e quimicos, para, assim, levantar quais sao os
periodos ou situagdes em que o risco possam ser alterados.

Pelos dados meteoroldgicos apresentados nas tabelas 1 e 2, podemos observar dois
padrdes climaticos distintos, que se repetiram durante as andlises. As esta¢cdes do ano de
primavera e verao foram caracterizadas como periodos chuvosos e quentes, enquanto as estagoes
de outono e inverno foram marcadas por perfodos secos e mais frios. Embora fique clara a
diferenca de pluviosidade entre os periodos quente e frio, a variagao térmica foi pequena.

Atualmente, grande parte dos trabalhos de ecogenotoxicidade apenas citam dados
meteorologicos e/ou fisicos e quimicos, mas estes dados pouco ou nada sio associados com os
resultados biolégicos obtidos (CAVAS; ERGENE-GOZUKARA, 2005; LEMOS et al., 2007,
SCALON et al., 2010; SOUZA; FONTANETTI, 2012; FUZINATTO et al., 2013). Assim, neste
trabalho, o desafio foi melhor explorar a interacao desses resultados, promovendo uma discussio
integrada dos dados biologicos, das informacOes climatologicas, fisicas e quimicas, como

apresentado a segui.
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As analises fisicas e quimicas (tabelas 3, 4, 5 e 6) mostraram haver variagdes na qualidade
das 4guas dos rios e do efluente, durante os dois anos de avaliagao. Pelas tabelas 3 e 4 foi possivel
observar a qualidade da agua do rio Jaguari, captada pela refinaria de petroleo. Ja pelas tabelas 5 e
6 foi possivel verificar a qualidade do rio Atibaia, antes e apés o recebimento do efluente
proveniente da refinaria.

De acordo com a resolucio 357/2005 do CONAMA, o tio Jaguari enquadra-se na classe
II, enquanto o rio Atibaia enquadra-se na classe IV. Deste modo, a legislacio determina valores
maximos diferenciados para alguns parametros, para cada classe de agua doce. Nestas tabelas (3 e
4) também foram apresentadas as caracteristicas fisicas e quimicas e quimicas do efluente, do
inicio ao término do seu tratamento. No entanto, a resolucao 430/2011 do CONAMA é uma
legislacao especifica sobre as recomendagoes de qualidade que um efluente deve obedecer para
ser lancado no ambiente aquatico e, portanto, o ponto LE-E ¢ o unico que deve corresponder
aos valores estipulados por ela.

O potencial hidrogénionico (pH) ¢ uma variavel importante, pois esta relacionada com
diversos processos biologicos e quimicos no ambiente aquatico (CHAPMAN, 1996). De acordo
com as tabelas das analises fisicas e quimicas, o parametro pH nao esta alterado em nenhuma das
coletas, em relacao a ambas as resolu¢oes. Embora a amostra da ETB, coletada na primavera de
2012, apresente valor superior ao limite de 9,0, este nio ¢é o efluente final, portanto esta
informacao pode ser desconsiderada.

A condutividade ¢ um parametro fisico que avalia e quantifica a concentrac¢ao de fons,
provenientes da presenca de sais, cujo valor aumenta quando ha o lancamento de poluentes nas
aguas dos rios (CHAPMAN, 1996). Embora nio haja valores previstos na legislacao brasileira e
nao tenha um referencial internacional para esse parametro, a CETESB preconiza que valores
acima de 100 uS/cm ja sejam indicativos de recursos hidricos impactados. Deste modo, pelas
analises realizadas, o rio Jaguari (CR]) apresentou, para algumas das amostras avaliadas, valores
abaixo deste limite, permitindo inferir que este rio ¢ o recurso hidrico menos impactado desta
analise. Esse resultado pode indicar que as 4guas do rio Jaguari nao estao comprometidas no local
e a montante da captagao da refinaria. Em relagao ao efluente, foi observado que os valores de
condutividade das aguas servidas e do efluente da refinaria, analisados desde o inicio de
tratamento (TFQ) até o seu despejo (LE-E), apresentaram valores muito acima do limite pré-
estabelecido pela CETESB (tabelas 3-6). Entretanto, de acordo com os valores obtidos na
montante do rio Atibaia (MRA), também foi possivel inferir que o efluente nao esteja alterando
este parametro nas aguas a jusante de seu lancamento (JRA1 e JRA2), pois os valores encontram-

se proximos aos da montante do tio.
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A temperatura da agua pode influenciar na solubilidade das substincias quimicas
(inclusive gases, como o O, e o CO,) e pode afetar o desenvolvimento e o metabolismo de
organismos aquaticos (CHAPMAN, 1996). Em relagdo a temperatura das amostras de agua,
podemos observar que a temperatura variou de acordo com a respectiva estagdo do ano. A
temperatura do efluente também nao extrapolou o limite de 40°C, estabelecido para efluentes,
pela resolucao 430/2011 do CONAMA.

De acordo com Chapman (1996), a turbidez representa a distribuicio de particulas
suspensas na coluna d’agua e pode variar em decorréncia da pluviosidade e do recebimento de
enxurradas ricas em particulas de solo. Ainda, de acordo com a CETESB (2014), os esgotos
domésticos e industriais também podem provocar o aumento deste parametro. Sendo assim,
podemos observar valores acima dos permitidos pela resolu¢ao (100 NTU) apenas no ponto CRJ,
durante o verdo e outono de 2012. Se compararmos esta alteracio com as informagdes da tabela
1 (dados pluviométricos), podemos constatar que ambas as coletas foram precedidas de chuvas.
A pluviosidade destes periodos mostraram uma cortelaciao direta com a turbidez (verio/2012 -
pluviosidade préximo a data da coleta de 25,80 mm/turbidez de 142,0 NTU; outono/2012 —
pluviosidade préximo a data da coleta de 11,60 mm/ turbidez de 128,0 NTU), indicando que a
pluviosidade pode ter elevado a turbidez das aguas do rio Jaguari (tabelas 1 e 3). Porém, apos o
uso dessas aguas pela refinaria, o efluente apresentou valores normais de turbidez, assim como os
pontos a jusante de seu lancamento no rio Atibaia (JRA1 e JRA2).

A transparéncia da agua esta relacionada com a entrada de luz no corpo hidrico, portanto
relacionada com a capacidade energética dos organismos fotossintetizantes presentes na coluna
d’agua e, consequentemente, do oxigénio dissolvido (O.D.) no sistema. No entanto, a
transparéncia s foi avaliada para as dguas do rio Atibaia, embora nio existam valores previstos
para este parametro na legislacdo brasileira. No perfodo relativo ao inverno foram registrados os
maiores valores de transparéncia, o que corrobora com os valores inversamente proporcionais de
turbidez destas mesmas amostras. Esses dados reforcam a discussio acima apresentada para
turbidez x pluviosidade, onde se inferiu que as chuvas alteram a turbidez das 4aguas. Verificando a
interferéncia da turbidez na transparéncia da agua, podemos ainda inferir que as chuvas podem
também alterar o fator transparéncia, pelo arraste de particulas das margens para o leito dos rios,
proporcionado alteracbes na capacidade fotossintética dos organismos presentes na coluna
d’agua. Assim, podemos inferir que as chuvas podem ter influenciado na dinamica da capacidade
energética da biota aquatica, caracterizando em um importante fator a ser considerado nas
avaliacOes integradas entre os dados fisicos, quimicos e biologicos de um ecossistema. O periodo

de inverno de 2012 foi o periodo que apresentou os menores indices pluviométricas, uma menor
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turbidez e a maior transparéncia das aguas dos rios, registrados no perfodo de analise deste
trabalho.

Outro aspecto importante a ser considerado na interferéncia da passagem de luz em um
ecossistema aquatico ¢ a cor apresentada pelas aguas deste sistema hidrico. A cor aparente, assim
como a cor real ou verdadeira, podem caracterizar se ha ou nao a presenca de particulas organicas
na agua. A cor aparente ¢ avaliada pela alteracido da cor verdadeira da dgua de um recurso
hidrico, que nio deve ultrapassar o indice de 75 Pt/L (presenca de {ons de Platina ou Cobalto na
agua). Esta coloragio ¢ dita aparente pois é como o ser humano a vé, mas ¢, na verdade, em parte
resultado da reflexdo e dispersao da luz nas particulas em suspensao. A diferenciacio entre a cor
verdadeira e a cor aparente, que ¢ incrementada pela turbidez, ¢ dada pelo tamanho das
particulas, que pode ser generalizado pelo diametro particulas, onde particulas com diametro
superior a 1,2 um causam turbidez, ja as de didmetro menores, como as particulas coloidais e
dissolvidas, causam cot.

De acordo com os resultados obtidos, todas as amostras de aguas coletadas no rio Jaguari
e Atibaia excederam ao limite de 75 Pt/L, previstos para rios de classe 11, IIT e IV na resolu¢io
357/2005 do CONAMA (tabelas 3 ¢ 4, para o tio Jaguati e 5 e 6, para o rio Atibaia),
independentemente do regime pluviométrico registrado, o que pode indicar a presenca constante
de matéria organica ou poluentes na coluna d’agua destes rios. Também foi observado que os
maiores indices de cor aparente foram registrados nas estagoes de primavera e verao, coincidindo
com os dados de alta turbidez e pluviosidade nestes petriodos.

A presenca de matéria organica, como também de grandes populagoes de bactérias e de
algas, ou de metais pesados podem comprometer a passagem da luz na coluna d’agua e atrapalhar
os processos fotossintéticos, o que reduz a quantidade de oxigénio dissolvido na agua (MALIK et
al., 2011). Como nio ha legislagdo para o parametro de cor aparente para o efluente, foram
considerados os valores preconizados pela legislacao que regulamenta a qualidade das aguas dos
rios.

Associados a cor aparente da agua, a série de sélidos (solidos totais e os sedimentaveis —
S.T. e S.S.) e a andlise da matéria volatil (M.V.) e da matéria fixa residual (M.F.R.) também
indicam a presenca de matéria organica e inorganica, que podem ser influenciados por variadas
substancias quimicas, provenientes da hidrogeologia natural do recurso hidrico ou de atividade
antropica da regido. Deste modo, foi possivel observar que os rios nio apresentaram valores
significativos de sélidos presentes, quando comparados com a legislacio brasileira. Apenas
durante a primavera de 2011 (CR]) e o outono de 2013 (JRA1 e JRA2) foram verificados valores

de S.T. acima do limite de 500 mg/L. Neste caso, podemos inferir duas situacoes distintas: na
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primavera de 2011 (estagdo quente e chuvosa) pode ter ocorrido o carreamento de matéria
organica da margem para a coluna d’agua do rio Jaguari, enquanto no outono de 2013 (estacao
seca ¢ fria) o efluente (LE-E) pode ter influenciado na qualidade das aguas dos pontos JRA1 e
JRA2. Observando-se as tabelas 3 e 4, nesta data de coleta, o LE-E apresentou o maior valor de
S.T. e de condutividade que, associado ao menor nivel de agua no rio devido a baixa pluviosidade
(tabela 1), pode ter resultado na maior incidéncia de S.T. nas amostras de JRA1 e JRA2.

Embora nio haja legislacio regulamentadora, quanto aos parametros S.S., M.V. e M.F.R.,
estes valores também podem auxiliar na compreensao da quantidade de matéria presente nas
amostras de agua.

Os niveis de oxigénio dissolvido (O.D.) sao importantes para a manutencido da vida
aquatica dos corpos d’agua. Deste modo, a resolucio 357/2005 do CONAMA preconiza que tios
de classe II, como o Jaguati, devam possuir valores de O.D. maiores que 5,0 mg de O,/L,
enquanto rios de classe IV, como o Atibaia, devam possuir valores maiores que 2,0 mg de O,/L.
Na resolu¢ao 430/2011 do CONAMA nio ha regulamentacio, quanto a quantidade de O.D. nos
efluentes, por isso, neste trabalho, foram marcados apenas os valores menores que 2,0 mg de
O,/L para o TFQ, ETB e¢ LE-E. De modo geral, os rios apresentaram valores de O.D.
satisfatorios para a vida aquatica (inclusive para os peixes expostos), assim como o efluente, que
também apresentou niveis aceitaveis de O.D.. De acordo com Chapman (1996), valores abaixo
de 5,0mgde O,/ podem comprometer algumas espécies aqudticas, mas abaixo de
2,0 mg de O,/L. pode levar a maioria das espécies de peixes a morte. Essas informacoes
corroboram com os dados das tabelas 3 e 4, cujos valores de O.D. das amostras do TFQ foram
menores que 3,0 mg de O,/L, induzindo a mortalidade dos espécimes expostos, em todos os
experimentos realizados. F importante ressaltar que a toxicidade desta amostra de dgua ja ¢é
conhecida, quando se realiza teste com a amostra bruta (HOSHINA et al, 2008). Por este
motivo, os experimentos realizados com amostras do TFQ foram feitos com amostras diluidas na
proporcao de 2:1 (2 partes de agua de pogo: 1 parte da amostra do TFQ) .

Os parametros relacionados com a demanda quimica e bioquimica de oxigénio (D.Q.O. e
D.B.O., respectivamente) representam o consumo de oxigénio, por via quimica ou por via
biolégica, em uma amostra de agua e estao intimamente relacionados ao O.D. na amostra
avaliada. Geralmente, ¢ utilizada em analises ambientais, a afericio da D.B.O. de acordo com o
padrio referente a 5 dias a 20°C, conhecido como D.B.O.; . Niveis altos de D.Q.O. representam
grandes quantidades de substancias quimicas que reagem com o oxigénio presente na agua,
enquanto os niveis altos de D.B.O. indicam a presenca de muita matéria organica, que ¢

decomposta por microrganismos aerébios que também consomem o oxigénio da agua. Na
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resolucio 357/2005 (CONAMA, 2005) nao ha regulamentacio para D.Q.O., mas a D.B.O. esta
limitada em 5,0 mg/L (classe 1I) e em 10 mg/L (classes III e IV). Os resultados das analises
fisicas e quimicas indicam que a D.B.O. dos pontos CRJ, MRA, JRA1 e JRA2 foram elevadas,
principalmente durante os perfodos de seca e frio. Isso pode estar relacionado com a presenca
intensa de microrganismos (ainda mais concentrados com menor volume de agua no leito dos
rios), conforme verificado pelos parametros de coliformes totais, bactérias heterotroficas e
Escherichia coli (representando os coliformes termotolerantes). De acordo com a resolugao
357/2005 (CONAMA, 2005), o limite aceitivel de coliformes termotolerantes ¢é de
1.000 UFC/100 ml,, mas nao hd regulamentacdo para os coliformes totais e as bactérias
heterotréficas. Embora a legislacao brasileira nao determine a quantidade limite deste parametro,
a agéncia de protecao ambiental dos EUA (EPA, 1989) limita em 500 UFC/mL de bactérias
heterotréficas para as aguas potaveis, ou seja, para aguas destinadas ao consumo humano. Todas
as amostras de agua avaliadas neste trabalho extrapolaram este limite, demonstrando tanto os
riscos que estes recursos hidricos podem estar sofrendo para manter a sua fauna aquatica
endémica como a necessidade de tratamentos mais onerosos para que esta agua possa Ser
disponibilizada sem perigo para a populagao. Ainda podemos inferir que esta grande quantidade
de microrganismos pode ser derivada de um provavel lancamento de esgoto doméstico na regiao,
associado a fartura de nutrientes disponiveis nos rios.

Em relagdo aos parametros quimicos, os unicos que apresentaram valores significativos
na analise foram amonia, sulfeto, nitrato, nitrito, cianeto e os ions aluminio e ferro.

Nos corpos d’agua, ¢ natural a presenca da amonia, pois esta estd relacionada com a
presenca de compostos nitrogenados e excretas de animais. No entanto, a resolu¢ao 357/2005
(CONAMA, 2005) define limites de amoénia nas diferentes classes hidricas, variando de acordo
com o pH. Ja a resolugao 430/2011 limita a quantidade de amoénia permitida nos efluentes em
20,0 mg/L. A partir destas informacdes, é possivel verificar que nenhuma das amostras de rio
apresentou niveis elevados deste composto. Em relacio ao efluente, pode-se ver que o
tratamento realizado pela refinaria foi eficiente na remoc¢ao da amonia, pois todas as amostras
provenientes do TFQ apresentaram valores acima dos 20,0 mg/L, enquanto nenhuma amostra
oriunda do LE-E infringiu o determinado pela legislacao.

Em relagdo ao nitrato e ao nitrito, a legislacio brasileira determina valores limites de
10 mg/L e 1,0 mg/L, respectivamente, pela resolu¢ao 357/2005. Nao ha qualquer limite
estabelecido para os efluentes pela resolugdo responsavel. Para este parametro, niao foram
registrados para o rio Jaguari e Atibaia nenhum valor contrario ao exigido pela legislacao de agua

de rios.
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Embora os sulfetos estejam presentes nos efluentes de refinarias (EL-NAAS et al., 2014),
nao foram evidenciados valores acima do determinado pela legislacao (1,0 mg/L). Por outro lado,
todas as amostras coletadas no CR]J apresentaram valores supetiores ao limite (2,0 ug/L pata rios
de classe II), enquanto que nenhuma amostra do rio Atibaia (MRA, JRA1 e JRA2) superou o
limite para rios da classe IV (300 pg/L). De acordo com Wright et al. (2012), o H,S é um sulfeto
produzido por atividade de bactérias termotolerantes, durante a decomposi¢io da matéria
organica ¢ ¢ um dos responsaveis pelo mau odor do esgoto doméstico. Ainda, industrias de
coberturas metalicas, estagoes de tratamento de efluentes metalicos e a drenagem 4cida de metais
pesados também sao fontes de sulfetos no ambiente (VAN HILLE et al., 2005). Devido a
quantidade de sulfetos encontrada no rio Jaguari, acredita-se que exista alguma dessas atividades a
montante do local CR]J.

Quanto ao cianeto, a legislacao determina limites de 0,005 mg/L para rios de classes I e
11, 0,022 mg/L para rios de classes 111 e IV e 0,2 mg/L para os efluentes industriais. Sendo assim,
observa-se que o CRJ apresentou valores acima do limite em cinco das oito coletas realizadas. De
acordo com Lu (2013), os cianetos podem ser provenientes de efluentes de industrias de aco e
metais, de plasticos, de fertilizantes e de carreamentos de areas agricolas. A presenca de industrias
que liberam metais nos seus efluentes, presentes na regiao, poderia explicar as altas concentragdes
de sulfetos e cianetos no rio Jaguari.

As amostras coletadas na area do TFQ também apresentaram altos valores de cianetos, ao
contrario do observado para as amostras do LE-E. Novamente, como visto para as
concentracoes de amonia, o tratamento da refinaria foi eficaz na retirada de certos contaminantes
de sua composi¢ao, como ¢ o caso do cianeto. O sistema de tratamento existente na refinaria ¢
baseado em trés etapas sucessivas: separaciao de agua e 6leo, lagoas aeradas com microrganismos
e lagoa de estabilizagao.

Em relagao a analise de {ons, apenas o aluminio e o ferro foram encontrados em niveis
supetiores aos determinados pela legislacio (Al: classes I e II = 0,1 mg/L; classes III e IV =
0,2 mg/L; Fe: classes I e II = 0,3 mg/L; classes 111 e IV = 5,0 mg/L; efluente = 15,0 mg/L), mas
estes somente foram encontrados nas amostras de aguas coletadas no rio Jaguari (CRJ — tabelas 3
e 4). O Al é muito utilizado em diversos tipos de industrias que usam este metal como matéria-
prima para o processamento de seus produtos e também no tratamento e purificacio de agua
(ACHARY; PANDA, 2009; LIMA et al., 2011). Quando encontrado em altas concentracoes, o
Al pode induzir altera¢des no genoma de diversos organismos (LIMA et al., 2011). Assim como o

Al, o Fe também pode ser lancado no ambiente por industrias metalurgicas e pode induzir danos
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ao DNA, porém sua ac¢ao se de forma indireta, pela indugao de estresse oxidativo (LIMA et al.,
2011).

Os peixes sao excelentes bioindicadores para o estudo do potencial genotodxico e
mutagénico dos contaminantes presentes em corpos d’agua que recebem efluentes, pois eles
podem metabolizar, concentrar e acumular os poluentes (CAVAS; ERGENE-GOZUKARA,
2005; SCALON et al., 2010). A espécie Oreachromis nilotiens tem sido utilizado como bioindicador
em diversos estudos de monitoramento ambiental, inclusive para avaliar efluentes de refinarias de
petréleo (CAVAS; ERGENE-GOZUKARA, 2005; SOUZA; FONTANETTI, 2006; LEMOS
et al., 2007; HOSHINA et al., 2008; HOSHINA; MARIN-MORALES, 2010; OMAR et al., 2012;
SOUZA; FONTANETTI, 2012; FUZINATTO et al,, 2013).

Neste estudo, a espécie O. niloticus demonstrou ser sensivel para a realizagao de
biomonitoramento da qualidade de aguas de recursos hidricos, tanto pela exposi¢ao ex sit# quanto
pela exposicao 7 situ. Os resultados obtidos foram agrupados e comparados entre si para avaliar a
eficicia do tratamento de efluente realizado pela refinaria (tabelas 7, 8 e 9), e para avaliar a
influéncia que esse tipo de industria do petréleo tem sobre os recursos hidricos a ela relacionados
(tabelas 10, 11 e 12). Durante a primavera de 2011, foi observado um efeito téxico nas aguas da
ETB, pois todos os peixes expostos a esta amostra morreram. Apesar do desconhecimento do
real agente indutor da toxicidade, pode-se notar que o mesmo foi neutralizado, apos a passagem
do efluente pela lagoa de estabilizagao.

Os resultados de citotoxicidade, mensurados pela frequéncia de eritrécitos em processo
de morte celular, indicaram que houve, no verao de 2013, uma acgao citotéxica derivada da
exposicao dos peixes as aguas do efluente da refinaria (LE-E), quando comparados com a agua
da captacao (CR]) (tabela 7). Apesar dos efeitos observados, foi possivel também observar que os
pontos a jusante do despejo do efluente nao induziram a mesma acio citotoxica as apresentadas
pelos LE-E, pois o JRA2 apresentou frequéncias significativamente menores as obtidas no LE-E.
Por este fato, pode-se inferir que, apesar de o efluente conter substancias potencialmente
citotoxicas para os peixes, o efluente da refinaria nao parece ter comprometido essas aguas, como
visto nos testes realizados com amostras coletadas apds a sua mistura com a agua do rio (JRA1 e
JRA2).

Pelo ensaio z situ, ndo foi possivel estabelecer qualquer padrao de citotoxicidade para os
pontos JUS e MON, pois nio foram observadas diferencas estatisticas entre esses pontos
analisados em relacao aos resultados observados no teste CN. No entanto, na exposicao realizada

na primavera de 2011, houve uma reduciao no potencial citotéxico das aguas do rio Atibaia, ao
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longo de seu curso (tabela 10). Essa redu¢ado demonstra que o rio ainda possui um eficiente poder
de autodepuragao.

Em relagao as frequéncias de anormalidades nucleares apresentadas na tabela 8, ¢ possivel
inferir que o sistema de tratamento adotado pela empresa foi passando por um processo de
aprimoramento, durante esse periodo da realizacio dos experimentos, o que permitiu uma boa
remoc¢ao de agentes genotoxicos de seu efluente. Este fato pode ser deduzido pelos resultados
das analises realizadas com as amostras de agua coletadas na primavera de 2011 e no verdo de
2012, que induziram frequéncias de AN significativamente altas, quando comparadas com o CN.
Isso demonstra que, naquele periodo, o sistema de tratamento nao era eficiente na remocao de
tais substancias genotoxicas. No entanto, nas estagoes seguintes, este efeito ndo foi mais
observado, mostrando uma isen¢ao de compostos com atividades genotoxicas no efluente.

Os resultados apresentados na tabela 8 também permitem avaliar que houve uma
efetividade relativa no uso da lagoa de estabilizacado para a descontaminacio do efluente da
empresa, quanto a reducao do potencial genotdxico dessas amostras estudadas. A exposicao dos
peixes em amostras de aguas coletadas no rio Jaguari e nos diversos pontos de coleta de dentro
da refinaria, inclusive na LE-E, mostram que houve uma reducdo do valores do potencial
genotéxicos do LE-E, em relagao aos resultados do ETB, o que comprova a efetividade da
descontaminagao do efluente promovida pelos processos biologicos que ocorrem na lagoa de
estabilizacio.

Quanto ao potencial genotdxico das aguas dos rios no entorno da refinaria, vemos que as
aguas do rio Atibaia, a montante (MRA), geralmente apresentam potencial genotoxico
semelhante ao observado no rio Jaguari (CRJ — tabela 11). Essa informacdo é importante para
saber qual ¢ realmente a influéncia do efluente da refinaria sobre a qualidade das aguas do rio
Atibaia. Como a qualidade real observada para as aguas dos rios Jaguari e Atibaia é considerada
semelhante, a mistura das aguas desses dois rios nao deveria alterar a qualidade dos pontos a
jusante do lancamento do efluente da refinaria, isso, se houvesse a total retirada dos compostos
toxicos derivados do processo de refino. Contudo, foi observado que isso nao aconteceu para as
agua do ponto JRA1, provavelmente devido a um efeito aditivo ou sinergistico das substancias
existentes na agua do Atibaia com aquelas presentes no efluente da refinaria. Porém, de modo
geral, as amostras de aguas coletadas mais a jusante do local do lancamento (JRA2) nao induziram
danos genotoxicos significativos nos peixes, quando expostos ex sizu, ¢ comparados com o CN e
com o MRA. Isso demonstra que pode haver uma influéncia minima da refinaria, em relagao a
presenca de substancias genotoxicas, sobre a qualidade do rio Atibaia. Ja o experimento z situ,

parece confirmar um maior genotoxicidade para as aguas do ponto JUS. Isso foi sugerido porque



Artigo 2 78

nas estacoes de verdo, outono e inverno de 2012 (tabela 11) foram observados valotes maiores
para a JUS do que para a MON.

O efeito aditivo e o efeito sinergistico podem acontecer quando substincias quimicas
somam seus efeitos (aditivo) ou se interagem (sinérgico) e induzem um efeito que nao seria
provocado se estas estivessem isoladas. Esse efeito também foi sugerido por Ribeiro et al. (2014),
quando foram analisados os efeitos genotoxicos das aguas do rio Sao Francisco, e por Manzano
et al. (2014), ao analisar o impacto dos efluentes industriais e domésticos lancados no ribeirdo
Tatu, ambos localizados no Brasil. Beyer et al. (2014), em seu trabalho de revisio bibliografica,
destacam que os contaminantes podem interagir com outras substancias toxicas e dar origem a
incontaveis combinac¢Ses dos modos de agao aditivos, sinergisticos ou antagonistas.

Quanto as frequéncias de células micronucleadas, nio foram observados resultados
significativos nem em relagao ao tratamento realizado pela refinaria de petrdleo (tabela 9) nem no
ambiente no entorno da refinaria, comprovado tanto para os testes # sit# como ex situ.

Por se tratar de efluentes gerados por uma refinaria de petréleo, ¢ comum associar os
danos genotoxicos e mutagénicos a presenca de HPAs (PELAEZ et a., 2013; GUPTA et al,,
2014; MIR et al., 2014). No entanto, neste trabalho nio foram detectadas concentracoes
expressivas da série avaliada de HPAs nas amostras coletadas e, deste modo, ¢ impossivel
relacionar os efeitos biologicos encontrados com esta classe de contaminantes.

Depois de analisados, apresentados e discutidos os dados meteorolégicos, fisicos,
quimicos e biolégicos, foi possivel realizar o teste de correlagdo multivariada canonica (CCa), para
verificar a correlagdo entre os dados biolégicos com as variaveis ambientais, a fim de tentar
determinar quais os fatores que poderiam influenciar mais efetivamente a biota. Primeiramente
foram correlacionados os dados biolégicos e os dados meteorolégicos (tabela 13). De acordo
com os resultados da correlacdo, os endpoints de citotoxicidade e mutagenicidade sdo altamente
influenciados pela pluviosidade, enquanto a genotoxicidade nao parece ter nenhuma ligagdo com
este fator. Contudo, esses dados servem para demonstrar que a pluviosidade, pode influenciar
diretamente a biota local, ou seja, quanto maiores os indices pluviométricos, maiores as chances
de carreamento de substancias da margem para o leito do rio ou ainda maiores as chances da
recontamina¢ao da coluna d’agua pelo compostos adsorvidos aos sedimentos, e,
consequentemente, maiores podem ser os impactos a biota local. Em relagdo a temperatura nao
foram observadas muitas correlagdes, portanto, perante ao exposto na tabela 13, este fator
climatico nao parece ter sido o principal parametro a ser considerado no estudo.

Quando foi aplicado o teste de CCa entre os dados biolégicos e os parametros fisicos e

quimicos, parece ser possivel estabelecer alguma correlagdio mais efetiva (tabela 14). Fatores
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como o pH, a temperatura da agua, a concentragao de nitrato e a concentracao dos fons Al, Fe, P
e Ba parecem nao estabelecer uma correlagao direta com os nossos dados bioldgicos. De acordo
com esta analise, apesar de os fons Al e Fe terem excedido os limites estabelecidos pela legislacao,
parece que estes nao atuaram como exclusivos indutores dos efeitos danosos aos organismos
Vivos.

Por outro lado, outros fatores demonstraram bastante correlacio com os dados
biolégicos e podem ajudar a clucidar seus mecanismos de agdo sobre o organismo-teste. A
condutividade parece ter uma correlagiao inversa, principalmente, com a citotoxicidade, onde
baixos valores deste parametro poderiam corresponder a altos valores de células em processo de
morte. Ja a turbidez, a cor aparente, os S.S., a M.V. e a M.F.R. parecem ter uma correlagao
positiva com os varios endpoints biolégicos. Esta informacao ¢é interessante, pois todos estes
fatores ambientais estdo ligados a quantidade de matéria organica ou carga poluidora que, quando
presentes em grande quantidade nos recursos hidricos, podem induzir danos a biota aquatica.

Pela continua¢do da tabela 14, podemos observar que o nitrito foi um parametro que
apresentou variacio nas correlacOes, sendo negativa para a citotoxidade e positiva para a
genotoxicidade. Isso pode ser interpretado como se as altas concentracdes de nitrito nao
induzissem a morte celular, mas fossem capazes de induzir os danos genotoxicos. Ja o cianeto
atuaria de maneira oposta, sendo que as altas concentragdes induziriam a morte celular, o que ¢é
realmente esperado, enquanto as concentragdes menores sé seriam capazes de induzir danos
genotdxicos, dados esses inéditos para esse quimico. Tanto o nitrito quanto o cianeto, de acordo
com o teste de correlagao realizado, teriam relagao de dose-resposta.

Quanto aos sulfetos, parece que este parametro ¢ diretamente relacionado apenas com os
danos citotéxicos, ou seja, quanto maior sua concentragado maiores seriam as frequéncias de
células em processo de morte, se caracterizando em um perigoso agente toxico. Evans (1967)
detalhou exatamente como o sulfeto de hidrogénio (H,S) interfere no organismo, a partir de
experimentos realizados com gatos. De acordo com o autor, os sulfetos presentes na corrente
sanguinea sao capazes de interagir, rapidamente, com a hemoglobina oxigenada, retirando seu
oxigenio e liberando o fon sulfeto. A partir disso, é possivel inferir que a falta do oxigénio celular
leva as células ou até mesmo o organismo inteiro, rapidamente, a morte.

Por fim, os fons Na, K e Sr apresentaram correla¢Ses positivas com os danos biolégicos.
Estes {ons sao essenciais para a manuten¢ao da homeostase dos seres vivos e estdao relacionados
com diversas funcbes biologicas, porém grandes concentracdes podem desestabilizar os

organismos e se caracterizar em sérios prejuizos organicos, com alta chance de letalidade.
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Por toda discussdao apresentada, entendemos que hd o comprometimento da qualidade
das aguas do rio Jaguari, pelo menos no seguimento estudado, caracterizado como rio de classe

I1, pois suas respostas toxicoldgicas foram muito proximas ao rio Atibaia (classe IV).
4. Conclusoes

Este trabalho, realizado durante 2 anos, por meio do bioindicador Oreochromis niloticus
associado a fatores ambientais, apresentou dados completos do monitoramento ambiental dos
rios presentes no entorno de uma refinaria de petrdleo e avaliou a eficicia do tratamento
empregado em sua agua de uso. Os dados meteorolégicos permitiram caracterizar os regimes de
chuvas e a temperatura do ambiente durante as diferentes estagoes do ano, bem como a dinamica
ambiental estabelecida pelas modifica¢es proporcionadas pela sazonalidade. As analises fisicas e
quimicas também permitiram conhecer melhor as caracteristicas das amostras de aguas e¢ do
efluente e ainda possibilitaram averiguar se as condi¢oes de qualidade correspondem a legislacao
vigente.

O uso de analises multifatoriais nem sempre ¢ bem-vindo nos estudos de ecotoxicologia,
por nao demonstrarem resultados que vao de acordo com o senso comum dos pesquisadores da
area ambiental. No entanto, a correlacio multivariada canonica utilizada neste trabalho sugere
que esta ferramenta podera ser util nestes tipos de estudos, pois ajudara a definir quais serao os
parametros que deverao receber mais aten¢ao na avaliagao.

As aguas dos rios e os efluentes de industrias do refino do petrdleo sao misturas
complexas, ¢ a composicao ¢ a quantidade de compostos podem variar durante as estagoes
climaticas, assim como seus efeitos sobre 0s organismos vivos.

Embora niao tenham sido observados comprometimentos ambientais e o sistema de
tratamento da refinaria tenha sido eficiente durante o periodo avaliado, é sempre indicado que
haja um monitoramento constante da area que recebe influéncia antrépica, para assegurar o
menor risco aos ecossistemas aquaticos e a saude humana.

A qualidade das 4dguas do tio Jaguari (classe 11, de acordo com a resolugao 357/2005 do
CONAMA) apresentou-se comprometida e deve receber maior aten¢ao dos 6rgaos competentes,
pois, muitas vezes, apresentam respostas ecotoxicoldgicas muito semelhantes as apresentadas
pelo rio Atibaia, rio este classificado como de classe IV. Sendo assim, sugerimos que nao seja
feita uma reclassificacao do rio Jaguari, mas que este seja alvo de estratégias de recuperacgio e

despoluicao.
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Figura 1 - Imagens de satélite referentes aos locais de coleta de aguas. As setas indicam o ponto
referenciado na imagem e suas respectivas coordenadas geograficas.
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Fonte: elaborado pelo autor.

CRJ: drea de captacdo de agua da refinaria no rio Jaguari; MRA: drea a 200 metros a montante do rio Atibaia; LE-E:
saida da lagoa de estabilizacdo (efluente tratado da refinaria); JRA1: 4rea do rio Atibaia a 300 metros a jusante do
local de despejo do efluente; JRA2: drea do rio Atibaia a 800 metros a jusante do local de despejo do efluente; TFQ:
saida do tratamento fisico-quimico e entrada do tratamento biolégico; ETB: safda da estacdo de tratamento biolégico

e entrada da lagoa de estabilizacao.
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Resumo

As atividades antrépicas tém comprometido a qualidade das aguas superficiais e, dentre
estas atividades, a industria do petréleo se destaca, por ser uma das principais responsaveis pelo
uso da agua e descarte de efluentes nos recursos hidricos. O presente estudo teve como objetivo
avaliar o sistema de tratamento de efluente de uma refinaria de petréleo e, consequentemente,
verificar os possiveis impactos que este efluente promove nos corpos d’agua receptores, por meio
dos testes de aberragoes cromossomicas e de micronucleos em Alium cepa. O levantamento de
dados meteoroldgicos do periodo estudado (primavera de 2009 ao inverno de 2013) permitiu
determinar um regime climdtico caracterizado como do tipo clima tropical de altitude, com
periodos frios secos e quentes chuvosos. As analises fisicas e quimicas realizadas com as amostras
de 4guas coletadas permitiram determinar que poucos dos parametros avaliados estavam em
desacordo com a legislacdo brasileira e muitos mostraram nao serem influenciados pela atividade
petrolifera. Ja as andlises citogenéticas permitiram inferir que o efluente da refinaria nao foi capaz
de comprometer a qualidade do rio Atibaia, pois niao foram evidenciados danos citotdxicos,
genotdxicos e mutagénicos relevantes sobre o organismo-teste A. cepa, quando esse organismo
foi exposto a amostras de agua coletadas a jusante do despejo do efluente da refinaria. A partir
destes trés grupos de variaveis, foi utilizado o teste de correlagido canodnica para tentar determinar
quais variaveis meteoroldgicas, fisicas e quimicas estariam mais relacionadas com a induc¢ao de
danos biolégicos. Embora este teste tenha se mostrado fraco na determinacao destes principais
fatores, talvez pela fraca toxicidade dos recursos hidricos analisados, ele serviu para demonstrar a

possibilidade de sua utilizagao em testes ecotoxicologios.

Palavras-chave: A/ium cepa, parametros fisicos, parametros quimicos, sazonalidade, temperatura,

pluviosidade, efluentes industriais.
1. Introdugio

A polui¢do aquatica ¢ um problema global que afeta diretamente a saide humana, mas
que também pode causar efeitos mutagénicos ou toxicos que desencadeiam, a longo prazo,
doencas cronico-degenerativas (RADIC et al., 2010). A contaminacido dos recursos hidricos
geralmente ocorre pelo lancamento de efluentes, que contém diversas substancias toxicas como
metais, derivados industriais, pesticidas e outros que, quando se misturam, podem agravar ainda
mais as condi¢des ambientais e comprometer os ecossistemas aquaticos (HOSHINA; MARIN-

MORALES, 2009). Dentre os efluentes considerados impactantes para o ambiente, estdo 0s
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derivados da industria petroquimica, que lanca uma série de contaminantes, como os metais ¢
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs), resultantes do processo de refino do petrédleo
(RODRIGUES et al,, 2010). Além disso, este tipo de industria utiliza grandes volumes de agua
em seus processos que, depois de tratados, retornam ao ambiente. De acordo com El-Naas et al.
(2014), essa quantidade de agua usada pela refinaria, para o refino do petréleo, e que é
transformada em efluente, equivale a 25% do volume total de petréleo processado.

Deste modo, a necessidade de se identificar os compostos contaminantes que reagem
com o DNA, visando assegurar a qualidade ambiental para os seres vivos, tem estimulado o
desenvolvimento de diversos ensaios de genotoxicidade e mutagenicidade, com uma ampla
variedade de espécies. Dentre estas, o vegetal supetior Alium cepa, tem se destacado na avaliagao
de danos cromossomicos e disturbios no ciclo mitético, devido a sua cinética de proliferagao e
caracteristicas citogenéticas que possui, tais como cariotipo simétricos, cromossomos grande e
em numero reduzido 2n = 16) (RANK & NIELSEN, 1998; MATSUMOTO et al., 20006;
LEME; MARIN-MORALES, 2009) .

Os testes do micronucleo (MN) e de aberragoes cromossomicas (AC) feitos com A. cepa
permitem realizar uma rapida avaliacido dos efeitos genotdxicos das substancias quimicas que
estdo presentes no ambiente (LEME et al., 2008). De acordo com Leme; Marin-Morales (2009),
além destes testes, temos ainda a analise de alteragdes no indice mitético (I.M.), que se caracteriza
como um parametro de citotoxicidade. Com esta andlise ¢ verificado se ha aumento ou reducio
no numero total de células em divisao, em relacao aos resultados das contagens registradas no
controle negativo. A frequéncia de células com nucleos heteropicnéticos, nucleo ou citoplasma
vacuolizados ou fragmentacao nuclear também pode ser utilizada como um critério adicional na
avaliacdo do potencial citotéxico (HOSHINA; MARIN-MORALES, 2009).

Os testes de toxicidade e de genotoxicidade, que visam avaliar os efeitos de misturas
complexas sobre organismos-vivos, podem ser realizados sozinhos ou em combina¢io com
analises quimicas (ZEGURA et al,, 2009). Leme; Marin-Morales (2009) relatam alguns trabalhos
que utilizaram as andlises quimicas associadas aos teste de genotoxicidade, na tentativa de
descobrir quais seriam os compostos que estariam relacionados aos efeitos observados.

Devido ao exposto acima, o objetivo principal deste trabalho foi avaliar qual a relagao
existente entre a caracteristica meteorologica, bem como os parametros fisicos e quimicos de
amostras de agua de um rio receptor de efluente de uma refinaria (estado de Sao Paulo, Brasil), e
o potencial citotéxico, genotoxico e mutagénico destas aguas, testes estes realizados com o

sistema-teste AMium cepa. Também foi objetivo deste trabalho avaliar a eficacia do tratamento de
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efluente realizado pela refinaria e determinar a influéncia das atividades da refinaria sobre os rios

Jaguari e Atibaia.
2. Material e métodos

2.1. Area de estudo

A refinaria de petroleo, localizada na cidade de Paulinia - SP, esta instalada em uma regiao
de grande disponibilidade hidrica. A refinaria capta agua do rio Jaguari, a utiliza nas suas
atividades de refino do petréleo, trata as aguas servidas e libera o seu efluente no rio Atibaia.
Deste modo, sete pontos de coleta de agua foram estabelecidos para analise: CR] - zona de
captacao de agua da refinaria, realizada no rio Jaguari (22° 21’ 48”S; 47° 08 59”W); TFQ — saida
do tratamento fisico-quimico e entrada do tratamento biolégico (22° 44’ 18.5”’S; 47° 07° 22.5”W);
ETB — saida da estagao de tratamento biolégico e entrada da lagoa de estabilizacdao (22° 44’ 46”’S;
47° 07 22°W); LE-E — saida da lagoa de estabilizagao (efluente tratado da refinaria) (22° 44
427S; 47° 077 26”W); MRA — ponto do rio Atibaia localizado a 200 metros a montante do local
de despejo do efluente (22° 44° 46”S; 47° 07’ 22”W); JRA1 — ponto do rio Atibaia localizado a
300 metros a jusante do local de despejo do efluente (22° 44” 277°S; 47° 07’ 33”W); JRA2 — ponto
do rio Atibaia localizado a 800 metros a jusante do local de despejo do efluente (22° 44’ 22.37’S;
47° 07’ 40.8”W) (figura 1).

O monitoramento ambiental teve inicio na primavera de 2009 e término no inverno de

2013, totalizando 16 coletas sazonais de amostras de agua e efluente.
2.2. Analises fisicas e quimicas

As analises fisicas e quimicas foram realizadas pelo Departamento de Bioquimica e
Microbiologia (Instituto de Biociéncias) e pelo Centro de Estudos Ambientais (CEA), ambos
pertencentes ao campus da Unesp de Rio Claro/SP. Foram avaliados os parametros: turbidez,
transparéncia (para as amostras dos 1ios), cor aparente, temperatura, condutividade, solidos totais
(8.T.), solidos sedimentaveis (S.S.), matéria volatil (M.V.), matéria residual fixa (M.F.R.), oxigénio
dissolvido (O.D.), demanda quimica de oxigénio (D.Q.O.), demanda bioquimica de oxigénio
(D.B.O.), pH, cloretos totais, nitrogénio amoniacal, nitrito, nitrato, sulfetos, cianeto, arsénio,
mercuario, 6leos e graxas, fons (sédio, potassio, silicio, magnésio, célcio, estroncio, aluminio,
fosforo, ferro e bario), coliformes totais, coliformes termotolerantes (E. co/k) e bactérias

heterotréficas (para todas as amostras analisadas neste estudo).
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Também foram realizadas andlises da presenca dos seguintes HPAs nas amostras dos
pontos LE-E, MRA e JRA2, por meio de cromatografia gasosa: cresois totais, fendis, BTEX,
benzo(a)pireno, benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, criseno, acenaftileno, pireno,
acenafteno, fluoranteno, naftaleno, benzo(a)antraceno, fluoreno, antraceno, benzo(g,h,i)pirileno,

fenantreno, dibenzo(a,h)antraceno, indeno(1,2,3,cd)pireno.
2.3. Dados meteorologicos

Os dados meteoroldgicos, relativos as datas das coletas das amostras de agua, foram
gentilmente cedidos pela Estacio Meteorologica do Centro de Andlise e Planejamento Ambiental

(CEAPLA/IGCE/UNESP), Rio Claro/SP.
2.4. Bioensaios com A/lium cepa

As amostras de agua coletadas no interior da refinaria e nos rios do seu entorno foram
acondicionadas em geladeiras (Laboratério de Mutagénese Ambiental do Instituto de Biociéncias
da UNESP de Rio Claro/SP), a 4,0£2,0°C por, no maximo, 5 dias, antes de serem processadas
nos diversos ensaios.

Os ensaios com sementes de 4. cepa (cebola), da marca Isla Sementes Ltda., variedade
baia Periforme, foram realizados expondo-se 100 sementes, de maneira continua, as amostras
coletadas. A germinacao foi processada em placas de Petri revestidas com papel filtro umedecido
(uma placa de Petri para cada ponto estabelecido), mantidas em estufa incubadora (22+2°C), até
as radiculas atingirem, aproximadamente, 1,5 cm de comprimento.

Quando o tamanho ideal foi atingido, depois de cerca de 5 dias de exposicao, as rafzes
foram coletadas, fixadas e processadas de acordo com Bianchi et al. (2011), utilizando-se Carnoy
I (etanol/acido acético - 3:1) para a fixacdo, por 24 horas, hidrolise acida em HCI 1N a 60°C, por
oito minutos, e coloragao em reativo de Schiff, pela reacao de Feulgen, por duas horas. Apos a
coloracio, foram confeccionadas laminas com os meristemas, contra-corados com uma gota de
carmim-acético (2%). As laminas foram recobertas com laminula e os meristemas prensados,
suavemente, para melhor espalhamento do material. As laminulas foram retiradas em nitrogénio
liquido e, apds secagem overnight, foram montadas com resina sintética, para serem,
posteriormente, analisadas sob microscopia de luz.

Os testes controle foram desenvolvidos a partir da germina¢do das sementes em agua
ultrapura (controle negativo - CN) e em soluc¢ao aquosa de metilmetano sulfonato (MMS, Sigma-

Aldrich, CAS 66-27-3 / controle positivo — CP) a 4x10™* M.
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As amostras do TFQ foram utilizadas sem diluicio, até a estaciao de inverno de 2011. No
entanto, na coleta da primavera de 2011, foi observada uma inibi¢do da germinagao das sementes
pelas amostras deste ponto de coleta, o que impossibilitou a analise dos endpoints estabelecidos.
Assim, a partir desta coleta, a amostra deste ponto passou a ser diluida, na propor¢ao de 2:1 (2
partes de agua ultrapura/1 parte de amostra do TFQ), o que permitiu a continuidade das
avaliacdes.

Para a analise das aberracoes cromossomicas e nucleares (AC), foram considerados
diferentes tipos de anormalidades (perdas, quebras, fragmentos, pontes, atrasos cromossomicos,
broto nuclear, células binucleadas, entre outros) nas diferentes fases da divisao celular (profase,
metafase, anafase, telofase). Como as alteracGes encontradas sao decorrentes de efeito
genotdxico, elas foram reunidas em um sé grupo, considerado como endpoint de genotoxicidade.
Para avaliar os efeitos mutagénicos, foram contabilizadas células micronucleadas (MN). O indice
mitético (I.M.), relacionado com o numero de células em divisao, e a frequéncias de células em
processo de morte celular (citoplasma e/ou nucleo vacuolizado, nicleo heteropicnético, entre
outros), serviram como critério de avaliagio de citotoxicidade, constituindo um terceiro
parametro de avaliagao. O indice mitético foi calculado pela razao entre o nimero total de células
em divisao sobre o total de células observadas, cujo resultado foi multiplicado por 100, para se
obter uma porcentagem.

A analise destes parametros se deu pela contagem, em microscopia de luz sob o aumento
de 400X, de cerca de 500 células por lamina, sendo dez laminas para cada ponto de coleta,

totalizando 5.000 células por amostra avaliada.
2.5. Analises estatisticas

A analise estatistica realizada, com relagdo ao potencial citotoxico, genotdxico e
mutagénico das aguas coletadas nos diversos pontos de coleta, para a mesma estagao do ano, foi
o teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn de comparagio mdltipla, com a
confiabilidade de 95% (p < 0.05), por meio do software GraphPad Prism 6.00 para Mac OS X
(GraphPad Software — La Jolla, California, EUA).

Os dados de citotoxicidade, genotoxicidade e de mutagenicidade foram ainda submetidos
a analise de correlagdo multifatorial canoénica (CCa), com a finalidade de integrar resultados
biolégicos, fisicos e quimicos e, assim, determinar os possiveis indutores das alteracOes
observadas no organismo teste utilizado. A analise por CCa foi feita pelo software XLSTATO
versao 2014.4.09 (Addinsoft SARL — Paris, Franca), incorporado como macro ao Microsoft

Excel® versio 2011 para Mac OS X (Microsoft Corporation — Redmond, EUA).
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3. Resultados e discussio

Os resultados da avaliagao do potencial citotéxico, genotdxico e mutagénico das amostras
de agua coletadas no entorno e no interior da refinaria de petréleo foram obtidos a partir da
exposicao e analises das respostas toxicogenéticas de sementes de A/ium cepa (cebola).

Os resultados bioldgicos foram organizados de modo que se permitissem as comparacoes
da qualidade das aguas do entorno da refinaria (CRJ, MRA, JRA1 e JRA2), das aguas captadas
(CR]), utilizadas e tratadas pela empresa (TFQ, ETB e LE-E). Todos os resultados obtidos
também foram comparados, estatisticamente, com o CN, ao mesmo passo que o CN foi
comparado com o CP, afim de se validar a sensibilidade do organismo-teste.

Os dados meteoroldgicos obtidos estao apresentados nas tabelas 1 e 2. Para a integracdo
desse parametro com os demais dados estudados (fisicos, quimicos e bioldgicos), foi considerado
o indice de pluviosidade registrado para a tltima precipitagdo ocorrida antes da coleta, a média e
o valor acumulado de chuvas nos dltimos 15 dias antes da coleta e os niveis maximo e minimo de
chuva para o mesmo periodo. Os valores estao apresentados em mm de chuva (tabela 1). Além
disso, também foram registrados os valores de temperatura no dia da coleta e as médias de
temperatura nos ultimos 15 dias antes da coleta, incluindo a média dos valores maximos e
minimos, com valores registrados em graus Célsius (tabela 2).

Os resultados das analises fisicas e quimicas foram utilizados na construcao dos graficos
apresentados nas figuras 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8. Para a confec¢do dos graficos foram utilizadas as
médias e os desvios padroes dos valores obtidos ao longo das 16 coletas de amostras de 4gua.
Para facilitar a compreensao e comparagao, os resultados do CR] e do MRA foram apresentados
na forma de linhas, enquanto os outros foram apresentados na forma de colunas. Deste modo, os
parametros obtidos para o CR] e para o MRA servem como referéncias para os outros pontos de
coleta. Além disso, na tabela 3, estido apresentados os registros dos valores que ultrapassaram os
valores maximos permitidos (V.M.P.) pela legislacio vigente (resolucoes 357/2005 e 430/2011
do CONAMA), que regulamenta as condi¢des de aguas e de efluente, respectivamente.

Quanto a analise de HPAs, nenhum deles foi identificado nas amostras de 4agua. A
legislacao preconiza os valores de detec¢do iguais a: creséis totais (< 0,30 pg/L), fendis (< 0,01
ug/L), BTEX (mp-Xileno < 2,00 ng/L; tolueno, etilbenzeno, xileno < 1,00 pg/L; benzeno <
0,001 pg/L), e 0,01 pg/L para os demais. Dos HPAs analisados e que constam na resolu¢iao do
CONAMA 357/2005 (para as aguas do rio Atibaia) e na resolugao do CONAMA 430/2011 (pata
o efluente), o valores maximos permitidos sao superiores ao limite de detec¢ao, portanto todas as
amostras coletadas estdo de acordo com os limites preconizados na legislagdio e nio serdo

discutidos.
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Os resultados das analises citogenéticas estao apresentados nas tabelas de 4 a 11. Esses
valores foram considerados separadamente (amostras coletadas dentro da refinaria e nos rios do
seu entorno), para se avaliar tanto a eficacia do tratamento do efluente realizado pela empresa
como o possivel impacto deste efluente sobre os rios localizados no entorno da refinaria. Os
resultados estio organizados de acordo com os endpoints avaliados (I.M., morte celular, AC e
MN), conforme sugerido por Leme; Marin-Morales (2009) e Bianchi et al. (2011).

Ja os resultados dos testes de correlacdo realizados, estao apresentados nas tabelas 12, 13
e 14, indicando os valores de correlagdes consideradas fortes, ou seja, + < -0,5 (negativas) ou r =
0,5 (positivas). A correlagao foi considerada relevante, de acordo com o padrao observado entre
os parametros analisados.

As condi¢oes climaticas do estado de Sao Paulo, segundo a classificacio de Koeppen,
definem um tipo de clima dominante denominado Cwa, que corresponde ao clima tropical de
altitude, por apresentar chuvas no verao e seca no inverno, com temperatura média do més mais
quente superior a 22°C (MIRANDA et al., 2014). De acordo com a tabela 1, observam-se que as
estagoes do ano com maior pluviosidade sdo a primavera e o verdo, corroborando a classificacao
climatica de Koeppen. Em relacido a temperatura, é possivel observar que apenas o inverno de
2010 nao correspondeu ao esperado, pois apresentou uma média de 22,24 °C (tabela 2), ou seja,
superior ao esperado para o més mais quente, de acordo com Miranda et al. (2014). Apesar disso,
¢ possivel discriminar dois regimes climaticos anuais distintos: um perfodo frio e seco e outro
quente e chuvoso (tabelas 1 e 2).

Sobre os parametros fisicos e quimicos, ¢ possivel observar que alguns deles extrapolam
os valores preconizados pela legislacao, conforme a tabela 3. Na figura 2 estio apresentados os
graficos das médias dos coliformes totais, das bactérias heterotroficas e da cor aparente.

Em relacio aos coliforme totais, ndio hd um valor maximo permitido (V.M.P.)
estabelecido, porém ¢ possivel notar que as aguas do rio Atibaia, na area JRAI, contém
abundancia deste tipo de microrganismo. Como os dados obtidos para o efluente (LE-E) e para a
area a montante (MRA) nao foram expressivos, acredita-se que na area do ponto JRA1 exista
alguma fonte de lancamento de esgoto, externa a refinaria de petréleo. No entanto, essa
ocorréncia parece ser pontual, bem localizada, ja que o ponto mais a jusante (JRA2) apresentou-
se nos mesmos niveis do MRA e CRJ, que foram semelhantes e sobrepuseram-se no grafico.

Quanto as bactérias heterotroficas, os maiores valores registrados foram referentes as
amostras do TFQ, que foram gradualmente diminuindo até o LE-E. Esse parametro representa

um conjunto de microrganismos, inclusive agentes patogénicos, que possa estar presente nas



Artigo 3 111

aguas, nao sendo recomendado o contato humano. Ja as aguas dos rios apresentaram valores
mais baixos.

Os dois parametros acima citados atuam em conjunto com outros parametros para
determinar a cor aparente das amostras de agua. Dos pontos avaliados, a cor aparente do TFQ
mostrou-se a mais intensa, mas que também foi gradualmente diminuindo a cada etapa do
tratamento feito pela refinaria. E possivel notar que as dguas do CR] ja possuem uma cor
aparente clevada, o que também pode contribuir para os valores do TFQ, ETB ¢ LE-E. Em
relagao ao rio Atibaia, os valores obtidos também sao altos, mas ha um aumento na area JRAT,
que pode ser um resultado aditivo do MRA com o LE-E. Grande parte das amostras
apresentaram valotes supetiores ao limite de 75 mg Pt/L, indicado para as aguas dos rios. No
caso do efluente ndo ha um V.M.P. definido, portanto o mesmo foi utilizado como referéncia.

Em relagao ao potencial hidrogenionico (pH), todas as amostras de aguas e quase todas
de efluente respeitaram os limites estabelecidos pelas resolucoes 357/2005 e 430/2011. Pela
figura 3, observa-se um aumento no pH durante o tratamento do efluente, porém o valor final
(LE-E) nao excedeu o limite de 9,0, assim como as aguas dos rios também permaneceram dentro
da faixa de 6,00 a 9,00, que é permitida pela legislacao.

A condutividade nao ¢ regulamentada pelo CONAMA, porém a CETESB possui uma
recomendacio de que os valores nao ultrapassem 100 uS/cm, pois acima disso poderia indicar a
presenca de contaminantes (CETESB, 2014). Por meio da figura 3, observam-se altos valores
para o efluente e valores mais baixos para as amostras de aguas provenientes dos rios. Contudo, o
CRJ apresentou, aproximadamente, 56% de suas amostras acima do limite estabelecido pela
CETESB, enquanto que os outros pontos apresentaram cerca de 93% das amostras coletadas,
com valores acima deste limite. Apesar de o LE-E ter um alto valor de condutividade, o que
ainda corresponderia a uma grande contaminagao, isso parece nao ter afetado a qualidade das
aguas a jusante do rio Atibaia (JRA1 e JRA2). No trabalho de Bianchi et a. (2011), a qualidade do
rio Monjolinho, localizado em Sao Carlos/SP, Brasil, também foi aferida por meio da andlise de
parametros fisicos e quimicos, cuja condutividade ultrapassou o limite de 100 uS/cm em areas
poluidas. Nossos dados corroboram estas informag¢des, indicando a presenca de contaminantes
nos rios Jaguari e Atibaia, porém de origem desconhecida.

A temperatura ¢ um fator importante a ser considerado pois estd diretamente relacionada
com a disponibilidade de substancias quimicas nos corpos d’agua e com o aumento de danos ao
DNA, conforme mostrado por De Andrade (2004). Em relacio a este parametro, existe
regulamentacio apenas para efluentes, sendo que a resolucao 430/2011 (CONAMA, 2011)

determina que os efluentes s6 podem ser lancados nas aguas superficiais com temperatura
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inferior aos 40°C. Durante o tratamento do efluente, nota-se que a temperatura é elevada no
tratamento fisico-quimico (TFQ), pois esta amostra corresponde ao ponto de coleta
imediatamente apos o uso da agua no refino do petréleo. Conforme o tratamento vai sendo
realizado, a temperatura vai diminuindo, até o efluente ser langado com menos de 30°C. A
temperatura registrada para as amostras dos rios sao muito semelhantes, conforme pode ser visto
na figura 3.

A turbidez representa o grau de atenuacao da intensidade de um feixe de luz ao atravessar
a agua. Este parametro esta intimamente ligado a cor aparente (figura 2) e a matéria organica
presente (série de solidos e matérias — figura 4). Apenas as aguas dos rios possuem
regulamentacio para a turbidez, prevista na resolugao 357/2005 (CONAMA, 2005), cujo V.M.P.
¢ de 100 NTU. Sendo assim, cerca de 18% das coletas realizadas no CRJ apresentaram valores
acima do permitido, enquanto as aguas do rio Atibaia apresentaram menores valores, com apenas
uma coleta registrada acima do limite (tabela 3). Em relacao ao tratamento, se o efluente tivesse
que seguir a mesma resolu¢ao das aguas dos rios, apenas as amostras do TFQ estariam em
desacordo. Como o LE-E apresentou média menor que 20,0 NTU (figura 3), acredita-se que o
mesmo nao esteja interferindo na qualidade das aguas do rio Atibaia. Esse resultado demonstra
que o tratamento da refinaria esta sendo eficaz na remocao de particulas do efluente.

Segundo Briggs et al. (2003), medi¢bes da turbidez podem dar uma rapida indicaciao de
um ambiente contaminado, sendo que a concentracio destes contaminantes seria diretamente
proporcional ao nivel de turbidez. A turbidez também foi associada a presenca de contaminantes,
pois este parametro pode indicar que uma grande quantidade de matéria particulada pode
carregar diversos poluentes (BRITO-PELEGRINI et al., 2007). Deste modo, este parametro
indica que os rios Jaguari e Atibaia possuem baixos niveis de matéria em suspensio, porém estas
caracteristicas podem variar de acordo com a pluviosidade.

Foram evidenciados, em relagao aos sélidos totais, altos niveis para as amostras coletadas
durante o tratamento do efluente (TFQ, ETB e LE-E - figura 4), mesmo que este tenha reduzido
conforme as etapas de limpeza. As aguas coletadas nos rios apresentaram-se concordantes com o
limite de 500,0 mg/L, tanto para rios de classe II (Jaguari) quanto de classe IV (Atibaia).

Em relagao aos sélidos sedimentaveis, existe apenas regulamentacao para os efluentes
(resolugao 430/2011 — CONAMA, 2011), que limita em 1,0 mL/L. As 4guas dos rios também
foram comparadas com esta resolucdo, mas os resultados dessa comparagdo mostraram que as
amostras dos rios também respeitaram, em grande parte, este V.M.P. Também evidenciou-se a

reducao deste parametro, durante a sequéncia do tratamento realizado pela refinaria.
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Quanto aos parametros de matéria volatil (M.V.) e matéria fixa residual (M.F.R.), ambas
nao sao regulamentadas pelas resolugoes do CONAMA (2005, 2011). A M.V. apresentou-se
maior para o TFQ e menor para o LE-E, para os pontos estabelecidos durante o tratamento, e
maior para o CRJ e menor para o MRA, em relagio aos rios (figura 4). A M.F.R. foi observada
em valores muito altos para TFQ, ETB e LE-E e bastante baixos para as amostras de aguas dos
rios. Esse parametros, assim como o S.T. e o S.S. servem como indicativos para determinar a
quantidade de matéria organica e inorganica em uma amostra de 4gua, que podem ser
provenientes de atividades antropicas ou naturais, como o arraste provocado pelas aguas das
chuvas.

A série de solidos, principalmente os sélidos totais, pode causar toxicidade pelo aumento
da salinidade, pelas mudancas na composicao i6nica da agua e ou pela toxicidade individual de
alguns fons. O aumento na salinidade estd relacionado a mudangas na comunidade aquatica,
limitagdo na biodiversidade e selecio das espécies menos resistentes aos sais (WEBER-
SCANNELL; DUFFY, 2007). De acordo com Leal; Libanio (2002) a concentracio de solidos
totais pode estar relacionada a presenca de efluentes industriais (ex. curtume e industrias téxtil, de
papel e de pigmentos) e domésticos nos corpos d’agua.

Na figura 5 foram apresentados os resultados dos parametros oxigénio dissolvido (O.D.),
demanda quimica de oxigénio (D.Q.O.) e demanda bioquimica de oxigénio (D.B.O.). Estes
parametros estao intimamente relacionados, pois a disponibilidade de oxigénio dissolvido em
uma amostra de agua vai depender diretamente de sua demanda, seja ela quimica (pela reagao
com substancias quimicas) ou bioquimica (pelo consumo realizado por organismos vivos).
Destes, o O.D. ¢ regulamentado por ambas as resolugbes do CONAMA, com limites minimos de
5,0 mg/L para rios de classe I e de 2,0 mg/L para rios de classe IV. Enquanto as 4guas do tio
Atibaia respeitaram os limites propostos, o CR] teve 25% de suas amostras com taxas de O.D.
abaixo do recomendado. Em relacao ao tratamento do efluente, observa-se que ha um aumento
progressivo na taxa de O.D., com o efluente sendo liberado com niveis superiores aos do JRAT e
do JRA2.

Enquanto o D.Q.O. nio possui um limite estabelecido, o D.B.O. ¢ limitado em 5,0 ¢ 10,0
mg/L, para as classes II e IV, respectivamente. Para o efluente, existe somente uma
recomendacdo de redu¢ao de, no minimo, 60% do D.B.O. observado no inicio do processo de
tratamento para o efluente a ser lancado no corpo d’agua. De acordo com a tabela 3, vemos que a
maioria das amostras de rios ultrapassaram os limites estabelecidos de D.B.O., porém ao serem

comparados os valores iniciais (TFQ) e finais (LE-E), foi possivel notar uma reducio de 93,65%
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da D.B.O.. Isso indica que ha atividade microbiana aerébica desde o TFQ até o LE-E, que
reduzem os niveis de oxigénio disponfveis para os outros organismos vivos.

Quanto ao D.Q.O., ¢ nitida a presenca de substancias quimicas que reagem com o O.D.
no TFQ, ETB e LE-E. Essas substancias podem ser contaminantes, que podem comprometer a
qualidade da 4gua e prejudicar a biota submetida a ela. O consumo quimico do oxigénio pode
ainda ocorrer pela presenga de grandes concentragdes de matéria organica, o que corrobora as
informagoes da série de sélidos e matérias ja discutidas.

O oxigénio ¢ essencial para a manutencao da vida aquatica, sendo produzido e liberado
pelos organismos fotossintetizantes e consumido pelos organismos aerébios. Por isso, ¢
necessaria a manutencao de uma concentra¢ao minima deste gas dissolvido na agua, para que o
ecossistema aquatico nao seja prejudicado. De acordo com Chapman (1996), concentragdes de
oxigénio abaixo de 5,0 mg/L. podem comprometer a estabilidade das comunidades aquaticas,
enquanto concentracbes menores de 2,0 mg/L pode induzir a mortalidade da maioria das
espécies de peixes.

Neste trabalho também foram analisados os parametros inorganicos, como a
concentragao de cloretos, amonia, nitrito e nitrato (figura 6). A concentragao de cloreto foi alta
para as amostras de efluente, extrapolando o limite de 250 mg/L estabelecido pelo CONAMA
(430/2011 para efluentes e 357/2005 para rios) e abaixo do limite estabelecido pela legislaciao
para as amostras de aguas dos rios. Desta forma, embora os limites de cloreto tenham sido altos
para o efluente, nao houve interferéncia desse composto na qualidade das aguas do rio Atibaia.
Quanto a concentracdo de amonia, seus valores maximo permitidos sido dependentes do pH e
por isso nao estido apresentados na tabela 3. A resolucdo CONAMA 357/2005 determina que
rios de classes I e II devem ter valores menores que 0,5 mg/L (pH > 8,5), 1,0 mg/L (8,0 < pH <
8,5), 2,0 mg/L (7,5 < pH = 8,0) e 3,7 mg/L (pH =< 7,5) e rios de classes III e IV devem ter
1,0 mg/L (pH > 8,5), 2,2 mg/L (8,0 < pH < 8,5), 5,6 mg/L (7,5 < pH < 8,0) ¢ 13,3 mg/L (pH <
7,5). Ja a resolucao 430/2011 estabelece que o efluente ndo pode ter mais que 20,0 mg/L de
nitrogénio amoniacal em sua composicao. Deste modo, ¢ possivel ver que apenas o TFQ excedeu
os limites estabelecidos, em todas as coletas. Mas, de acordo com a legislacao, o efluente final
lancado no rio Atibaia apresentou-se adequado nos seus valores de amonia. Os altos niveis de
amonia estdo relacionados com o consumo de oxigénio, quando esse ¢ oxidado biologicamente,
sendo denominada de D.B.O. de segundo estagio (CETESB, 2014). Levando em consideragao
essa informagao, ¢ possivel justificar os baixos niveis de O.D. no TFQ com atividade microbiana,
pois este mesmo ponto de coleta apresentou altos niveis de amonia (figura 6), D.Q.O. e D.B.O.

(figura 5) e altos numeros de coliformes termotolerantes e bactérias heterotroficas (figura 2), que
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podem ter provocado um efeito aditivo e uma reducao drastica deste elemento tio importante
para os seres vivos aquaticos.

Quanto as concentragoes de nitrato (NOj;), podemos observar valores decrescentes
(figura 6), em relacio aos pontos TFQ, ETB e LE-E. No entanto, a legislagao s6 determina
limites destes compostos para as aguas dos tios, e nao para o efluente. Deste modo, pela tabela 3,
podemos observar que a maioria das amostras dos pontos CRJ, MRA, JRA1 e JRA2 nao
ultrapassou o limite de 1,0 mg/L. e 10,0 mg/I. de nitrito e nitrato, respectivamente. E de
conhecimento geral, de acordo com o ciclo do nitrogénio, que a amonia, o nitrito € o nitrato
estao diretamente relacionados entre si, sendo que, pela nitrificagdo, a amonia é convertida em
nitrito por bactérias do género Nitrosomonas e o nitrito é convertido em nitrato pelas bactérias do
género Nitrobacter. Deste modo, é possivel inferir que, se estes géneros estiverem presentes
durante o tratamento bioldgico e na lagoa de estabilizacao, os niveis de amonia tenderiam a
diminuir, enquanto as concentragoes de nitrito e nitrato tenderiam a aumentar.

Em relacio ao sulfeto, as duas resolucoes do CONAMA (357/2005 e 430/2011)
estabelecem um V.M.P. para os corpos hidricos e os efluentes. Nos resultados apresentados
(figura 7 e tabela 3), apenas as amostras coletadas no rio Jaguari (CRJ) ultrapassaram o limite de
2,0 ug/L, em 12 das 16 coletas realizadas. Isso indica que existe alguma fonte de lancamento de
sulfetos neste rio, que poderiam ser efluentes domésticos, devido a producao de H,S por
bactérias, ¢ as industrias que fazem coberturas metalicas (VAN HILLE et al., 2005; WRIGHT et
al.,, 2012). Embora El-Naas et al. (2014) relatem que os sulfetos geralmente se encontrem
presentes nos efluentes de refinarias de petréleo, nossos resultados mostraram que o tratamento
realizado na refinaria foi eficiente na remogao deste composto (ETB e LE-E - figura 7).

Os V.M.P. para o cianeto sdo baixos, devido a sua conhecida toxicidade. A resolucido
CONAMA 357/2005 determina que os rios de classe II nao ultrapassem o valor de 0,005 mg/L,
enquanto os de classe IV nao ultrapassem 0,022 mg/L. Ja a resolucido CONAMA 430/2011
determina que o efluente nao possua mais que 1,0 mg/L de cianeto. Pela figura 7, é possivel
visualizar que a amostra do TFQ apresentou valores além do limite estabelecido para o cianeto.
Porém, estes valores caem no ETB e no LE-E, tornando o efluente adequado a legislagdo. Em
relagdo aos rios, embora haja semelhanca entre os resultados (tanto que a linha do CRJ esta
sobreposta a linha do MRA — figura 7), é possivel verificar, pela tabela 3, que 7 das 16 amostras
coletadas no CRJ excederam o limite vigente, enquanto nenhuma do MRA mostraram-se em
desacordo com a legislagao. Isso se deve ao maior rigor da legislacdo, quanto as classes 1I de

aguas superficiais (CRJ).
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As analises fisicas e quimicas também verificaram as concentra¢oes de arsénio e selénio
nas diferentes amostras de agua e efluente (figura 7). Neste caso, praticamente todas as amostras
coletadas respeitaram os limites impostos, pois estes compostos nao foram encontrados em
quantidades que pudessem comprometer a biota (tabela 3). Este resultado ¢ importante, pois o
arsénio ¢ reconhecido como um elemento téxico (JOMOVA et al,, 2011) enquanto o selénio
pode bioacumular e induzir toxicidade (BESSER et al., 2012).

Em relacdo aos Oleos e graxas presentes na amostra, a resolugago CONAMA 357/2005
determina que estes devem estar virtualmente ausentes em recursos hidricos de classe I, I e I11, e
sao tolerados em rios de classe IV. Esta andlise s6 foi realizada para as amostras do LE-E, MRA e
JRA2, que revelaram a presenga de 6leos e graxas (figura 8). No caso dos efluentes, a resolucao
CONAMA 430/2011 estabelece o limite de 20,0 mg/L para 6leos minerais e de 50,0 mg/L para
6leos vegetais e gorduras animais. Como na analise realizada nao houve a discrimina¢ao do tipo
de 6leo ou graxa presente, foi usado o limite de dleos minerais como norma para o efluente,
sendo que o LE-E apresentou valores abaixo do limite preditos na legislacio. No caso do MRA e
do JRA2, apesar dos Oleos e graxas estarem presentes, as amostras satisfazem a legislacao, pois ¢é
permitida sua presenca, mas mesmo assim as concentragcoes foram semelhantes as do LE-E, ou
seja, abaixo de 20,0 mg/L. De acordo com a CETESB (2014), a presenca de Oleos e graxas
acarretam em problemas estéticos e, principalmente, diminui a 4rea de contato entre a superficie
da 4agua e o ar atmosférico, impedindo a transferéncia de oxigénio para a agua.

Pela analise quimica também foi possivel verificar a concentracio dos metais mercirio
(Hg), aluminio (Al) e ferro (Fe) (figura 8). No caso do mercurio, as concentragoes encontradas
foram inferiores a 1,0 ug/L, portanto dentro dos limites pré-estabelecidos (tabela 3) para tios de
classe IV e para os efluentes. No entanto, para o CR]J, o limite minimo de detec¢ao da analise
quimica realizada (1,0 ng/L) foi supetrior ao V.M.P. estabelecido pela resolugago CONAMA
357/2005 (0,20 ng/L), ou seja, ndo podemos inferir se estas amostras de aguas estdo de acordo
com a legislacdo vigente.

Quanto ao Al, os maiores valores observados foram nas amostras do CRJ, sendo que, em
cerca de 56% das amostras analisadas, os valores obtidos excederam ao limite de 0,10 mg/L
(tabela 3). As amostras coletadas nas areas MRA, JRA1 e JRA2 também continham Al em sua
composi¢ao em, aproximadamente, 37,5% das coletas. Isso demonstra que o rio Jaguari, a
montante do local de captagao de agua pela refinaria, e o rio Atibaia sao alvos do despejo de
efluentes ricos neste metal ou recebem esse metal por outra via de contaminagao (carreamento de
compostos agticolas usados na regiao), o que pode comprometer a biota local. Essa informacio

pode ser relevante, pois Lima et al. (2011) descreveram que o Al e seus compostos derivados, em
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altas concentragoes, sao capazes de induzir danos ao DNA, principalmente pela indu¢ao de
estresse oxidativo. Em grandes concentragoes, o Al acomete diversos organismos, inclusive os
vegetais, conforme descrito por Barabasz et al. (2002). Estes autores destacam que este metal
pode induzir diversas alteracdes morfolégicas nas raizes dos vegetais, comprometendo seu
crescimento e desenvolvimento.

Como nao existem limites para Al, preconizados na legislacio para os efluentes, se
considerassemos para eles os limites estabelecidos para os rios de classe IV (0,20 mg/L), a
concentragao registrada para o TFQ estaria sendo reduzida até o LE-E, cujos indices de Al
estariam enquadrados na norma.

As analises da presenca de ferro (Fe) apontaram, novamente, os maiores valores para os
rios Jaguari (CRJ]) e Atibaia (montante - MRA) (figura 8). Ambas as resolucbes CONAMA
(357/2005 e 430/2011) possuem limites para a concentracio de Fe, mas apenas as amostras
coletadas no CRJ estiveram acima do permitido (0,30 mg/L). Segundo Lima et al. (2011), o Fe
pode ser encontrado no efluente despejado pelas industrias metalirgicas e, em grandes
concentragoes, pode ser um indutor de estresse oxidativo nos organismos vivos, resultando em
danos ao matéria genético. O Fe livre pode danificar as moléculas de DNA por causa do estresse
oxidativo, induzidos pelos radicais hidroxila liberados durante a acido do Fe (BERG et al., 2001).
Sendo assim, acredita-se que na regiao do entorno da refinaria existam outras atividades
antropicas que estejam lancando estes metais nos corpos d’agua.

Junto as analises de metais e outros compostos acima apresentados, também foram
realizadas analises para determinar a concentragao de alguns tipos de hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPAs). No entanto, esses compostos nao foram encontrados em niveis detectaveis
nem no efluente da industria e tampouco nas aguas do rio Atibaia (montante — MRA e a jusante -
JRA2).

O wuso de Allium cepa como bioindicador de citotoxicidade, genotoxicidade e
mutagenicidade é muito frequente em estudos de biomonitoramento (HOSHINA; MARIN-
MORALES, 2009; BIANCHI et al., 2011; SOBRAL et al., 2013). O sistema-teste de 4. cepa é
uma importante ferramenta para os estudos realizados na area da ecotoxicologia, pois permite a
avaliacdo de diversos endpoints norteadores dos possiveis efeitos dos contaminantes sobre a biota
exposta. Com este organismo teste ¢ possivel realizar diferentes ensaios eco e genotoxicolégicos,
tais como testes de aberracdes cromossomicas (AC) e de micronucleo (MN), de indice mitético
(I.M.) e de frequéncia de células em processo de morte (LEME; MARIN-MORALES, 2009).

No presente trabalho, os resultados das analises citogenéticas, obtidas com este sistema-

teste exposto as diferentes amostras testadas, indicaram poucas alteragoes celulares (tabelas de 4 a
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11). Na tabela 4 foram apresentados os .M. obtidos para as amostras referentes ao tratamento de
efluente realizado pela refinaria (CRJ, TFQ, ETB e LE-E) e comparados estatisticamente entre si.
Na primavera de 2009, a unica alteracao observada foi em relagao ao I.M. das raizes expostas a
amostra da ETB, que diferenciou, significativamente, do I.M. obtido para a amostra do TFQ.
Isso pode indicar que para o TFQ houve uma pequena inibi¢ao na proliferagao celular, enquanto
para o ETB houve um estimulo. No entanto, podemos notar a importancia da lagoa de
estabilizacao para o tratamento do efluente da empresa, pois os resultados de .M. do LE-E nio
se diferenciaram das demais analises realizadas com as amostras dos tios, inclusive também do
CN. Assim, da para se inferir que, mesmo que houvesse algum contaminante do processo de
refino nas aguas servidas da empresa que pudessem interferir nesse critério, ele foi neutralizado
nesta etapa do tratamento. Ja no inverno de 2010, tanto as amostras do TFQ quanto do LE-E
induziram a um aumento da divisao das células meristematicas de A. cegpa, distanciando,
estatisticamente, do CN. Este resultado pode indicar a presenga de alguma substincia que
estimule a divisao celular que, se for descontrolada, pode até mesmo ser considerada como
indutora de carcinogenicidade (LEME; MARIN-MORALES, 2009). Ainda, ¢ possivel observar
que neste perfodo o sistema de tratamento nao foi suficiente para a remocao deste tipo de
substancia, inclusive os processos bioldgicos que acontecem na lagoa de estabilizacdo, pois
também foi observado um aumento no I.M. induzido pelas amostras do LE-E.

Este evento também foi observado no verao de 2011, quando novamente o LE-E induziu
um [.M.,, significativamente, maior que o apresentado pelo CN. A partir desta data, nao foram
mais registradas alteragdes no .M., o que pode-se estimar que o sistema de tratamento realizado
pela refinaria foi aprimorado ao longo dos dltimos anos. Nos trabalhos de Hoshina; Marin-
Morales (2009) e Rodrigues et al. (2010) também nao foram evidenciados efeitos citotoxicos
induzidos pelos efluentes de refinarias de petréleo, quando avaliados pelo sistema-teste de 4.
cepa.

De acordo com Olukanni; Ducoste (2011), o uso da lagoa de estabilizacio no tratamento
de efluentes é comum devido ao baixo custo e alta eficiéncia, principalmente nas regioes
tropicais. Ainda segundo estes autores, embora seja baseada em uma tecnologia simples, as lagoas
de estabilizacdo tornam-se ecossistemas complexos, compostos por diversas espécies de
microrganismos decompositores capazes de estabilizar o efluente organico e reduzir sua
toxicidade.

Quanto ao outro endpoint de citotoxicidade, as frequéncias registradas de células em
processo de morte estio apresentadas na tabela 5. Estes resultados indicam a auséncia de

substancias com potencial citotoxico nas aguas do rio Jaguari (CRJ) ou nos efluentes tratados pela
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refinaria (LE-E). Desta forma, pode-se observar que as nem as caracteristicas fisicas e quimicas
nem as meteorologicas, registradas para a regiao e periodo de estudo, interferiram nas respostas
celulares, portanto nao se caracterizaram em parametros comprometedores para a analise de
citotoxicidade realizada com o organismo teste A.cepa.

Outro parametro avaliado neste trabalho, foi o potencial genotdxico das amostras
coletadas no interior da refinaria, portanto durante o tratamento realizado pela empresa, por meio
da frequéncia de aberragdes cromossomicas (AC) em A. cgpa. Pela analise da tabela 6, é possivel
notar que nenhuma amostra do LE-E foi capaz de induzir danos genotoxicos estatisticamente
significativos nas células deste organismo teste, quando comparados ao CN. No verdo de 2011,
observa-se que as amostras do TFQ foram genotoxicas, em relagao ao CN. Por outro lado, ja na
sequéncia do tratamento, vemos que as amostras da ETB reduziram significativamente a
frequéncia de AC apresentada na etapa anterior (TFQ), comprovando a importancia do
tratamento biologico na remoc¢ao destes poluentes.

Da mesma forma que foi observado para o potencial genotdxico, nenhuma frequéncia
significativa de danos mutagénicos foi observada, dentre todas as 16 coletas realizadas nos pontos
do interior da refinaria (tabela 7). Novamente, isso demonstra que o tratamento realizado pela
refinaria tem removido os principais contaminantes genotéxicos do processo de refino, tornando
o efluente apto a ser lancado no rio Atibaia sem comprometer a qualidade de suas dguas.

Além de ser avaliado o tratamento aplicado pela refinaria de petréleo, também foram
avaliados os possiveis impactos que o efluente desta refinaria poderia causar sobre os recursos
hidricos no seu entorno.

Em relacio ao L.M. podemos notar que foram poucas as amostras que diferiram
estatisticamente (tabela 8). No inverno de 2010, apesar de o efluente (LE-E) e as aguas a
montante do rio Atibaia (MRA) terem induzido um aumento na divisao celular no meristema de
cebola, as aguas a jusante do lancamento do efluente da refinaria (JRA1 e JRA2) nio diferiram
dos resultados exibidos pelo CN e nem do CRJ. Esta informagao ¢ importante para notar que
nao houve efeito aditivo e nem sinergistico das substancias presentes nas duas amostras (LE-E e
MRA). No verio de 2011, o efluente (LE-E) e as dguas a montante do rio Atibaia (MRA)
novamente induziram um aumento do IM dos meristemas radiculares de 4. cepa, mas neste
periodo as amostras do JRA1 também induziram um alto valor de I.M.. O valor obtido para o
JRAT foi significativo, estatisticamente, quando comparado ao CN e ao CR]J, e este pode ser
resultado a agdo combinada dos contaminantes presentes no LE-E e¢ no MRA. Apesar deste
resultado preocupante, as dguas coletadas em um ponto jusante posterior do rio Atibaia (JRA2)

(JRA2) apresentaram uma redugao significativa no I.M., quando comparado ao JRA1, indicando
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uma possivel dispersao, dilui¢ao ou depuragio das substancias quimicas durante o curso do rio.
Porém, depois desta estagdo (verao de 2011), nenhum resultado significativo de LM. foi
observado. Desta forma, podemos ainda sugerir uma possivel presenca de contaminantes na area
do ponto MRA derivados de outras atividades antropicas da regido, ja que esta area ¢ altamente
industrializada e urbanizada, além de ser cercada de areas agricolas. Um outro dado importante e
preocupante levantado por este estudo, foi o registro de contaminantes no rio Jaguari, que estao
em desacordo com os preditos para rios de classe 11, de acordo com a resolu¢ao 357/2005 do
CONAMA (BRASIL, 2005). Este rio, apresentou alguns parametros fisicos e quimicos acima
daqueles preconizados pelos Orgaos ambientais, que, mesmo nao sendo suficiente para
comprometer o bioindicador A. ¢epa, pode caracterizar um comprometimento de suas aguas.

Quanto a presenca de substancias citotoxicas, nota-se que nenhum valor significativo foi
observado para as aguas do rio Atibaia (MRA, JRA1 e JRA2 — tabela 9). Este resultado pode
comprovar a auséncia de substancias quimicas capazes de inibir a divisao celular ou matar as
células.

Os potenciais genotoxicos e mutagénicos das aguas dos rios Jaguari e Atibaia, registrados
nas tabela 10 e 11, mostram que nenhuma frequéncia de AC ou MN foi estatisticamente
significativa, quando comparada com o CN. Esse resultado demonstra nao haver substincias
genotdxicas nem mutagénicas nas aguas sob influéncia da refinaria de petroleo.

Os testes de AC e MN, realizados pelo sistema-teste de A. cgpa, tém sido considerados
eficientes na avaliagio da poluicio aquatica por diversos autores (CARITA; MARIN-MORALES,
2008; LEME; MARIN-MORALES, 2009; BIANCHI et al, 2011; ALVIM et al, 2011;
OLIVEIRA et al,, 2012; SOBRAL et al., 2013). Ainda, alguns trabalhos com A. cepa tém sido
desenvolvidos para avaliar o impacto ambiental provocado pelas industrias de petréleo, desde o
transporte até o refino do dleo e a producao de seus derivados (LEME; MARIN-MORALES,
2008; HOSHINA; MARIN-MORALES, 2009; RODRIGUES et al., 2010; MAZZEO et al,
2011).

Neste trabalho, embora poucos resultados significativos tenham sido obtidos pela
exposicao as amostras coletadas, o uso do controle positivo (CP) com uma solugio de
metilmetano sulfonato (MMS) comprovou a sensibilidade do bioindicador A. cepa aos danos
mutagénicos.

Depois de obtidos os resultados citogenéticos, estes foram correlacionados com os dados
meteorolégicos e com os parametros fisicos e quimicos (tabelas 12 e 13), por meio do teste de
correlagao multifatorial canonica (CCa). Segundo Sparks et al. (1999), a analise de multiplas

variaveis pode ser utilizada para examinar a relacdo entre grupos de variaveis, que no presente
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trabalho corresponderam aos dados biologicos, dados meteorolégicos e dados fisicos e quimicos.
Ainda de acordo com Sparks et al. (1999), a correlagao candnica (CCa) pode ser vista como a
equivalente multivariada das analises de regressio, onde existem multiplas variaveis responsivas
ao invés de uma unica variavel. Deste modo, este teste matematico tenta elucidar quais sao as
varidveis responsaveis sobre o outro grupo de variaveis. No caso deste estudo, pela CCa esperou-
se tentar determinar quais sao os fatores principais que influenciam as respostas biologicas.

Nao houve correlagao considerada como forte entre os dados bioldgicos e os dados
meteorolégicos, indicando que, para o sistema-teste de A. cepa, a pluviosidade e a temperatura
nao interferiram, conjuntamente com os demais parametros fisicos e quimicos, na fisiologia
celular e tampouco no seu material genético. Sobre a correlacio entre os dados biologicos e os
dados fisicos e quimicos, é possivel observar que foram poucas as correlagdes consideradas como
fortes (tabela 13). Pela analise desta tabela, podemos sugerir que os pardmetros cor aparente,
solidos sedimentaveis, matéria volatil e matéria fixa residual, e as concentracdes de amonia, de
nitrito, de sulfeto e de cianeto poderiam ter influéncia no desenvolvimento dos meristemas de
cebola. Todos estes parametros parecem ter uma correlacio positiva em relagdo aos dados
biolégicos, ou seja, quanto maiores forem estes em uma amostra de dgua, maiores poderao ser 0s
danos causados ao organismo-teste, pelo menos em relacao aos diferentes endpoints aqui avaliados.
Por isso, ¢ possivel sugerir a aplicagdo segura da CCa apenas quando houver respostas biologicas
significativas, afim de se tentar determinar quais os principais parametros indutores.

Deste modo, pelos resultados apresentados nas tabelas 8, 9, 10 e 11, podemos observar
que o efluente ndo apresentou compostos com agao toxicogenéticas, portanto nao comprometeu,

genotoxicamente, a qualidade de 4gua dos rios do entorno da refinaria.
4. Conclusdes

Este estudo foi baseado no biomonitoramento da qualidade de 4guas sob influéncia de
uma refinaria de petréleo por meio de analises integradas de dados bioldgicos, fisicos e quimicos
e meteorologicos, levantados durante 16 coletas realizadas entre 2009 e 2013.

Os dados biologicos foram obtidos a partir do organismo-teste A. cepa, que se mostrou
sensivel para ser usado em avaliacio de contaminantes ambientais capazes de induzir danos
citotoxicos, genotdxicos e mutagénicos na biota a eles exposta. Os dados meteorologicos
permitiram verificar o regime climatico da regiao e enquadra-lo como um clima tropical de
altitude, com periodos quentes e chuvosos e periodos frios e secos. Ja os dados das analises
fisicas e quimicas permitiram delinear o perfil das amostras de aguas coletadas nos rios ou nos

pontos localizados dentro de uma refinaria, durante o tratamento do efluente.
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O teste de correlagao utilizado neste estudo serviu como uma ferramenta adicional aos
estudos ecogenotoxicoldgicos, que pouco exploram os fatores ambientais para considerar e
interpretar as respostas dos bioindicadores utilizados. No presente trabalho a CCa talvez nao
tenha conseguido levantar a interacdo entre os diferentes parametros avaliados, pois foram
observadas poucas alteragdes biologicas, o que impossibilitou uma aplicagao robusta para este
teste.

De acordo com os resultados aqui obtidos, a refinaria de petrdleo de Paulinia/SP, Brasil,
nao parece estar comprometendo a qualidade das aguas dos rios Jaguari e Atibaia, justamente
pelo fato do tratamento realizado pela empresa estar mais adequado para a remocao de possiveis
contaminantes gerados no processo de refino.

A etapa de tratamento realizado na lagoa de estabilizacdo pode estar se caracterizando em
uma etapa auxiliar de grande importancia para remog¢ao do contaminantes do efluente da
refinaria, pois deve estar havendo, neste processo, a decomposi¢ao, por uma biota microbiolégica
endémica desta lagoa, de contaminantes especificos desta atividade industrial. Isto pode ser
comprovado pela auséncia de HPAs no efluente da refinaria, uma vez que esse compostos estio
estreitamente relacionados com a industria e uso do petréleo.

No entanto, como os corpos hidricos estao sujeitos a altera¢oes climdticas e atividades
antropicas, ¢ recomendado o constante monitoramento da atividade desta indudstria petroquimica.

Quanto a avaliacao integrada entre os resultados dos ensaios realizados com A. cepa,
associados aos parametros fisicos e quimicos da agua e meteorolégicos, novamente ressaltamos
nao haver, neste trabalho, evidéncias fortes de que esses parimetros possam estar
comprometendo, nem isoladamente nem em associa¢ao, a homeostase genética dos organismos

quando estes se expuseram a agua dos rios que estio sob a influéncia da refinaria de petréleo.
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Figura 1 — Esquema da localizagio da refinaria de petréleo de Paulinia/SP e dos pontos em seu

entorno e em seu interior.

JRA2

JRAL

o ETB

LE-E
MRA

CR]

Rio Jaguari

Fonte: elaborado pelo autor.

CRJ: drea de captacdo de agua da refinaria no rio Jaguari; MRA: drea a 200 metros a montante do rio Atibaia; LE-E:
saida da lagoa de estabilizacdo (efluente tratado da refinaria); JRA1: 4rea do rio Atibaia a 300 metros a jusante do
local de despejo do efluente; JRA2: drea do rio Atibaia a 800 metros a jusante do local de despejo do efluente; TFQ:
saida do tratamento fisico-quimico e entrada do tratamento biolégico; ETB: saida da estacdo de tratamento biolégico

e entrada da lagoa de estabilizagao.



"OBZIIISI 9P BOTY]

v sode eIeunor Bp 91usn[yo (- | ‘02I30[0Iq OIUIWEIET) Op epres i [ ‘0drwmb-oorsy ojusweles) op epres (011, 1uanyye op ofodsop ap (0] Op W ()¢ © ElEqRy O Op djuesn|
V[ “ruanpgo op ofodsap ap (207 Op W () © Ereqny O op Auesn (Y[ ‘ereqny o op survlvow (Y YN ‘Fende( o ou oedeided (D) VYN ‘eYPWIOA BYUI[ (D) :OPIOA BYUT
‘101ne o]od opeIoqeld :91U0,J

Lcl

vl vl =T fLLA OulL vl vl T (LA O:LL
" L - 00 i = 4 — . 000
_ L (0'00g S
L OT0D0ET "
- 0000r ! ::.:_x__r.m
1 L oa'ong .W ;_.:_::wm
1 K008 - 00'0008 =
1 C0oom
(RN i
. (MWL
(HHIT (WIS
HLINTUVIY HOD SVOIdOHLOYHLAH SVIHILLOVH
il vl aET aaA OnlL
— b 00

—

e

SIVLOL SHWHOATITOD

QOO0
OO OO0E
Ol 00E

OO

+ O0E

OO (09

T LS DAN

*SEJTJOFI0FIY SEIINIOE( d STEIO) SOWFOJI0D ‘V1uarede 100 :somowered SOP SEIPIW SeP SOIPEIL) — 7 BINSL]

¢ o8nay



"0BLZIIqISI 9P BOTY]

v sode eIreunor ep 91uon[yo (-] ‘0d130[0Iq OIUIWEIET) Op epres [ ‘0drwumb-oorsy ojusweles) op epres (0,11, 1uanyye op olodsop ap [20[ Op W ()¢ © ElEqny O op djuesn|
V[ “oruanpgo op ofodsap ap [20] Op W () © Ereqny O op Auesn vy [ ‘ereqny o op surlnow [y YN ‘Fende( o ou oedeirded (D) VYN ‘eYPWIOA BYUI[ (D) :OPIOA YU

8Cl

‘101ne o]od opeIoqeld :91U0,J

nﬂ_, ival a daA vl ival J T
_ _ 0 0
‘ - LT s
._ 00 0ot
- __ 009, 1 | _ ke
- K0T A
= + Loogog =
m : L 4 N'ET
._ I a0'0e
1 _ g1 'SE
QT (0
ZHAAdIHENL VHNLVHAJdINEL
cvial vl w1 arA O:L vl vl H T L1
_|' - S P} Y]
R —L 0'0s )
Lo
- 000001
- O0'0S1 5 I e’
L O000E 2 00'8
00T
0e'y
+ (W (e
I'0SE 00’6
HAVAIALLNANOGD Hd

*Zop1qiny 9 ernierodwol ‘Opeprannpuod ‘Hd :sonowered SOp SeIpIW Sep SOJEIn) — ¢ eIngL]

¢ o8nay



6¢Cl

‘0BIBZI[IQEISD IP LOTE[
v sode emreunor ep 21uon(gd (- ‘0JIS0[0Iq OIUdWEIEN Op EPres ] ‘oorwmb-oo1sy ojuowelesy op epres Q) L], “iuongo op ofodsop op [ed0[ Op W ()¢ € ErEqNY O Op Jjuksn|

V[ “ruanpgo op ofodsap op [20] Op W () © ereqny o op aquesnl (Y[ ‘ereqny o op surlnow (YN ‘Fende( o ou oedeided (D) VYN ‘eYPWIOA BYUI[ (D) OPIOA BYUT
‘101ne 0[2d OpeIoqE[d :21U0]

vl vl HH' H.151 Ol

SIHAVINAWIAHES SOAI'TIOs

00
01
Al
e
o0
(<0
(T
0L
080
0610
Ol

T/

vl

vl £ s LA 0L

SIVLOL sOAI'TQs

!
ST

S
£
. F)
aooos F
OO 0IE

O00nsg

vl vl 171 LA L

TIVOAISTHY VXId VIMILLVIN

oo
Al
0
0o
81
001
'
ol
0
081

/4

vl

vl €41 (.14

L 090

TLLYTOA VIMILLVIN

P

LD

Tenprsot eXiJ TLo1elWl 9 [DE[OA BIIleW amﬂwxw.muﬁwg.ﬁ%vm SOPIT[OS awﬁquu SOPI[OS %O.SOE@H&Q SOP SeIpoW SEP SOdJeIH) — Nkswwm

¢ o8nay



"0BZIIqLISI 9P BOTY]

v sode BIeunor Bp 91uan[yd (- | ‘02130[0Iq OIUSIWEIET) Op epres ¢ [ ‘0drwmb-oorsyy ojusweles) op epres :0) L1, “uanfgs op ofodsop ap [e20[ Op W ()¢ € ErEqRy O Op d1uesn|
V[ “ruanpgo op ofodsap ap (207 Op W () © ErEqny O op Auesn| (Y[ ‘ereqny o op surluow [y YN ‘Fende( o ou oedeirded (YD) VYN ‘BYPWIOA BYUI[ (D) :OPIoA YU
‘101ne o]od opeIoqeld :91U0,J

0¢t

evial ovil a4 O:LL

—_—— Y
!
Y
0O0E
::.::wm,
s a
(0008
0L
0io0e

OINIOIXO
A4 VOIWINOOIEF VANVINAJ
vl L1 OnLL vl vl O:LL

_. ]
_ O0'00E
Q000
OO0
L 00008

OO0

OONg 1

U001

LT

OINIOIXO0 dd VOIWIND VANVIWAA

1/

H-T1 fLLE

i

OUIATOSSIA OINITOIXO

a0'n
o't
(0
i
iy
e
R
'L
'
O’
o'l

/8w

*OTUISIXO 9P BITWINDOI LPUBWOP 2 OTUISIXKO 9P BITWIND LPULWOP ‘OPIAJOSSIP OTUISIXO :SOFdWEIed SOP SEIPIW SeP SOIGEIC) — G BINSL]

¢ o8nay



"OBSLZIIqEISI 9P BOJY|

e sode eueuar ep 21UIN[FD -] ‘00130[0Iq OIUSWEIET} Op epIes I ‘0drumb-0o1s)y ojusweles) op epres :0)L], ‘uanye op ofodsop ap [20[ Op W ()¢ € ElEqRy O Op djuesn|
V[ “auanpge op ofodsap op (207 Op W () © ErEqny O op Auesn ([ ‘ereqny oI op survluow (YN ‘Fende( o ou oedeirded (D) VYN ‘eYPWIOA BYUI[ (D) :OPIOA YU
‘101ne 0[2d OpeIoqE[d :21U0]

vl vl S| e ChLL vl vl = LA Ol
: 000 — L e 000
e .
oo 0co
gl .
oo
g 1
O0'SE .wr __E,:mr
4 - ooog T e
_ od'se 080
1 Lo 001
= et 1
s L 01
OLVH.LIN OLIMLIN
vl vl ERy| R 1L vl val e SLLE OnllL
000 '
ui's
00'01 0001
o'l O0O0T
0i'og
Oirsg m, _xu..z.._...a..m..
oo'og T e
00'se 0 0
000F (N O
it
e 00009
VINOWY SOLTHOTOD

*01eFITU 9 OIMTU BIUOWE ‘SOIDJO[D :s0FWeEFed SOp SLIPIW SEP SOdEID) — 9 eINIL]

1¢] ¢ o8nay



"OBSLZIIqEISI 9P BOJY|

v sode eIreUor Bp 91USn[Id - | ‘02I30[0Iq OIUSWEIEI) Op epres ¢ [ ‘0drwmb-oorsy ojusweles) op epres ) L], ‘auanyge op ofodsop ap [20[ Op W ()¢ € ErEqRy O Op djuesn|
V[ “ruanpge op ofodsap op [20] Op W () © ereqny o op Auesn vy [ ‘ereqny o op survlvow (YN {Fende( o ou oedeided (D) VYN ‘eYPUWIOA BYUI[ (D) :OPIoA YU
‘101ne 0[2d OpeIoqE[d :21U0]

vl vl S| L1 ChLL vl vl G| (L O:LL
H. . (000 i — P =S —t — D00
1] i
—L ho's] - 00"t
__:.E, £ - oo £
—t (S T -
e — L '8
= Hiee .
i
1 oot 1 1
00'cp = 00Tl
OINITHS OINHSHY
cvial val e | O:LL il vel e R O:LL
L . ::2.: L l = i B .l. £ .l. 1 5 ::..:
—L 0001 - O0ts
0002 G
00'eT
—t OO0 m, m
= L 00T T
000 s
00T
oon's 0000
L e _ LoeE
OLANVID OLAIINS

"OTUQ[S 9 OTUISFE ‘0IOULID “019J[NS :SOFdWEIed SOP SEIPIW SeP SOIPEIL) — / BINSL]

el ¢ o8nay



"OBSLZIIqeISI 9P BOJY|

e sode eueunar ep UINFY -] ‘02130[01q OIUSWEIET} Op TpIes I ‘0drwumb-0o1s)y ojusweles) op epres :O)L], ‘uanye op ofodsop ap [E20[ Op W ()¢ € ElEqRy O Op djuesn|
V[ “ruanpgo op ofodsap ap (207 Op W () © ErEqRy O op Auesn| (Y[ ‘ereqny o op surluow (Y YN ‘Fende( o ou oedeided (D) VYN ‘eYPWIOA BYUI[ (D) :OPIOA YU
‘101ne 0[2d OpeIoqE[d :21U0]

vl Ivul & | fLLH OnllL vl Ivul & | fLLH OnllL
1 1 L (0 1 1 L (0
i : ' ; — 01’0 - ' .
L o0 — 1 — 010
= ._. . gD LOgn
0’0 e —— . § 0e'n
it 050 & : | 3
— A I 0w T or'n =
0L'o 0L'n
L1 080 :
060 090
001l 0L
O¥dHd OINIWNOTV
vl vl A4 LA OulL vl VHIN HH
i i - Al
— A
— LD
| L 90 R
- R0
.
Tl
ORNIJYIN SYXVHD d3 50710

*O¥39J 9 OTUTWN[E ‘OTINJIOW ‘SEXEI3 9 SOI[0 :S0FIdWeIed SOP SLIPIW Sep SOJGeIr) — § eIngI]

el ¢ odnry



"dSHNN/HOOT/VIdVHD 0[Pd sopauiog sope(y
‘101ne o]2d OpeIOqE]d :21UO,]

000 0+°0 0L°0 S0°0 0€°0 €102/80/61 €102 01503y LT OUIIAUT
00°0 000 000 000 0LY €102/¥0/¥1 €102 orejy LT ouonQ
00°0 06ST 089. crs 00CC ¢10c/10/1¢  €10¢ SRMEREXER | 10 O¥IIA
00°0 06°ct 089¢T1 SF0T 020 c1oc/ot/ce Tloe oIqminQ €T PIAPWILI]
00°0 0t0¢ 0o 60°¢ 020 c1oc/L0/1c Tl0e oym( <C OUIIAUT
00°0 0911 08°LC 681 0911 c1oe/v0/91  Tl0e Pqv LT ouomnQ
00°0 08°L9 08°9tC S¥91 08°6T ¢10c/10/8¢  Tl0¢ oxpue( 0¢ OBIIA
00°0 0C‘st 0¢°G8 69°S 091 1102/21/20 110c  o3quazaqg S0 LIATWIL]
00°0 00°0 00°0 00°0 01°0 1102/90/81 1102 oym( 0 OUIIAUT
00°0 05°¢sS 0Z¢9 1y 01°0 1102/50/€0 1102 oreN 60 ouomnQ
00°0 09v¢ 06°6LT ¥8¢1 0gve 1102/€0/¢1 1102 odreIN 4 OBIIA
00°0 01°¢ 0S°L 050 060 010¢/01/¥C  010C orqminQ 14 PIOAPWILI]
000 000 000 000 00°T 0102/L0/91 0102 01503y 20 OUJFOAUT
00°0 0t°6¢ 06°8S €6'¢ 0891 0102/S0/60 0102 Oorejy 01 ouvomQ
00°0 0L‘SY 01651 19°01 0t°0 0102/20/L0  010C OJIIA,] 01 OBIIA
000 0g'ee 0Z‘19 089 059 6002/01/0C 6002 oxqmnQ 1C PIOABWIL]
(wrux) (wu) (v
oedeyndpard  oedendpord - serp 1) (o - () ogdundpasd ouy S9N £19]09 ©ep eI oedeisyg

- pumxepy openuwnoy  SUIP S PIPPL  opepnuend ewpy

"BIFEULJOF BP 91U9N[JO 9P 9 TNOE 9P SLHSOWE SEP BI9[OD 9P SEIEP ST $91U2JF9J91 SOdWoIAN[d sOpe(J — | e[aqeJ,

yel ¢ o8nry



Gel

"dSHNN/HOOT/VIdVHD 0[Pd soprauiog sope(y
‘101ne o]2d opeIoqe]d :21U0,]

1Y F0S°9T €8TF8F 01 86 TFV8LT 06¢T €102/80/61 €102 01503y LT OUIIAUT
TLTFC6'LT SOYF66TT 19°CF€061 85°0¢C €102/¥0/¥%1 €102 OreN LT ouomQ
LETF88°6T 06‘TF¢88T L8OF6E°CT 9L ¢10c/10/1¢  €10¢ SMEREXER | 10 O¥IIA
90V F16°6C 16 TFIL9T SeTFSSTT 16°CC cloc/ot/ce Tloe oIqmnQ €T LIOABWTL]
SCYFSSYT CIVYFET6 81°CFTLST L8°0¢ c1oc/Lo/1c - Tloe oym( Y4 OUIIAUT
96 1F29°0¢ 0¢‘TF90°81 96°0FLECT 1€°1¢ c1oc/v0/91  Tl0e Hqv LT ouomnQ
0LTFLG'LT 08 TFOLLT Y IFOV 1T 09°1C c1oc/10/8¢  Tl0¢ oxpue( 0¢ OBIIA
€91FTI0¢ T8 TFLLOT LTTIFYLCT 19°¢cC 1102/21/20 110c  o3quazaqg S0 LIATWIL]
0¢'CFF1°92 ISCFSLG S6°CTFT89T TLYT 1102/90/81 1102 oym( ¥0 OUIIAUT
88CFT6°ST 6 TF68°CT P IF1681 61 1102/50/€0 1102 OTeN 60 ouomnQ
S9‘¢FEs e €8°0F¥T 61 0L TF89°1¢ L8°¢T 1102/€0/¢1 110C oSreIN 14 OBIIA
¢S'eFLT0E SECF6S YT ¥8CFY9cT ¢1'ee 0102/01/¥C  010C orqmnQ 14 PIOAPWII]
CLTFH9°8¢ Y6 TF19CT W 1FvCce L9°1¢ 0102/L0/91 0102 01503y 20 OUIIAUT
SO‘CFI¥'8C STTFIIGI 9LCTFELTT 0LLT 0102/S0/60 0102 OreN 01 ouomnQ
98°CFSTIE YLOFET0C 8¢ TFIF 9T LS'¢T 0102/20/L0 0102 SMEREXER | 01 OBIA
OV'CFILLT SICTF6C91 6¥CF99°CT €e9 6002/01/0C  600C oIqmInQ 1T LIOABWIT]
(. 0. Q.- 0. oesendioosd
Namxﬁz wamﬁwz wsﬁu mﬂv wmﬁwz wuoﬂoo eu ~ &QH.E#D Oé w@E ®u®~00 @ﬁ @mQ Omwwawmﬁ
ﬁm@wz ﬁm@wz wHSwﬁHOQEOH. @ﬁﬁﬁu@&&@.ﬁ N

BIIEUIJOF P 91Uon[jo 9p 2 NSWW 9P SeRNSOWT SEP BIS[0I 9P STITP ST S9JUI]oF NMSuNMUQEDu op wO‘Sw%MM = ePqe],

¢ o8nry



9¢1

.wUuQUDGU NHN& Omwwﬂwﬁmwﬁ eU NMUGWMUWDH wWod owIxewy JOoTeA 4 mwﬂ.m@u@uw&ﬂw mNUm.\N NMNQ O.mwu.ﬁwﬁmvﬁ vu NMUQWMUMDM wWod owxewy

JOTeA + mCmuﬁHEHDQ OWIXewr JOTeA Op vwiIde Ow\wuou‘wﬁu 9P OWIUTW JOTBA MC.mwNMwﬂ.Mvﬁ NMOQ OpreuriyIolop Ooru CTﬁAEHD& OWIXEW JOTBA 4y y MNﬁNNENOM Oru osTeUe
Kk ﬁ:& op OuQDTGUQDT O@EMEMDQ OWIXeW JOTEA nmmm,bmu Nﬂwﬁw OPEPUIWOIIT JO[BA B "SEIIJOII0FIIY SeII91dE(q 19197 "10eq MO@UMEMDQ owIxewr JoreA “J'IN'A

"0BdeZI[IqeISI 9P

mowﬂ v sode BIIBUFOT BP 1UaN[J0 -] moﬁmﬂoﬁ O1UdWEILH Op ePres .1 q MOUMEWST-OUE\G O1UdWEIBF) OP BPFEs :0), 1L, 2IUan[jo op &u&mu@ 9P [BI0[ Op W ()()¢ ®
ereqny OIF Op auesn/ V[ “ermonpgo op o_w&mu@ 9P 820 Op W ()()Z © Breqny OLF Op juesn/ V[ fereqny orx op surlmOWw YN ‘mende( o ou oederdes YD

‘101ne o]2d OpeIOqE]d :21UO,]

91/0 91/0 91/0 91/0 91/0 91/0 91/c1 00°ST 00°S 0€0 (1/5w) 2,1
91/9 91/¥ ++91/0 H9T/€ +491/8 91/9 91/6 - 0Z°0 010 (1/3w) 1v
91/0 91/0 91/0 91/0 91/0 91/0 —— 00°0T 00T 0Z°0 (1/8") oumora
91/0 91/0 91/0 91/0 91/0 91/0 91/0 00°00€ 00°0S 0007 (1/8") orugpeg
91/0 91/0 91/0 91/0 91/0 91/0 91/1 00°00S 0°0¢¢ 00°01 (1/8") orugsry
91/0 91/0 91/0 91/0 91/91 91/0 91/L 001 7200 S00°0 (1/3w) orouEr)

++91/0 *ok 91/0 *ok ok ++91/0 Kok 00°0T vpesa[o)  2uasne (7/3w) sexess 2 s03[0)
91/0 91/0 91/0 91/0 91/0 91/0 91/21 00°000T 00°00€ 00T QVEWESEHEN
91/1 91/1 Hokok Hokok Fohk 91/1 91/1 - 00°0T 0001 (71/3w) oveniN
91/1 91/0 ok Kok . 91/0 91/0 - 00T 00T (1/3w) ouniN
91/0 91/0 91/0 91/0 91/91 91/1 91/0 00°0T * * (1/3w) eruowy
91/0 91/0 91/S1 91/91 91/91 91/0 91/0 00°052 000ST  00°0S< (1/8w) o3210[)
sokok soksk soksk skokok skokok skokok skokok - - - (Tw 001/+01 X DAN) I919H g
ook soksk soksk sokok soksk soksk sokok - - - (TwW 001 /D) STeI03 SOWIOFOD)
91/6 91/01 91/0 ok ok 91/11 91/¥1 %09 < oederadnody 0001 00°s (1/8w) orugBxQ ap edpumborg ‘wag
sokok sokok sokok sokok sokok soksk skokok - AA\MEV OTURSIX() 9p BITWMY) "W
91/0 91/0 +91/0 +91/1 +91/6 91/0 91/ +00T< 00Z< 00°6< (1/3w) opiajossi oSO
Hokok Hoxk Hokok Hokok Hofok sk Hokok - - - (1/9) [eNPISAY PXL] PHAIEN
skokok skokok ook ook ook ook sofok - - - Ad\wv [HE[OA EHIEIN

++91/0 ++91/0 91/0 91/1 91/¢ ++91/C  ++91/1 00T - - /TW) SPPATIUSWIPIG SOPTOS
91/1 91/0 +9T/€1 91/€1 91/¥1 91/0 91/1 - 00°00S 0000 (1/3w) sreao [, SOpyoS

91/¥1 91/%1 +91/91 +91/91  +91/91 91/¥1 91/C1 - 00°SL 00°SL (1/3d Sw) sruaredy 109
ook soksk ok ok ok sokok ok - - - (wo) vpugredsuer],
91/1 91/1 +91/0 +91/0 +91/9 91/1 91/¢ - 00001 00001 (NIND zoprqm],
soksk skokok 91/0 ook ook ook skokok 00°0% - - (D.) eyerodway,

91/S1 91/91 91/91 91/91 91/91 91/S1 91/6 00001 00001 =00°001 (wd /gr) speprannpuo)
91/0 91/0 91/0 91/2 91/0 91/0 91/0 6§ 679 679 Hd

H H H »\VH wa&—u HH mew—u
(AR AR CRCI 414 O4L VI a0 1102/0¢h 00T/ L5E
OpesI[eUE [€10} /SOPEIII[E SIDIPUJ WIOD SEIJ[0D IP "OU €130 IP S01u0J ‘AW A sonowereJ
VINVNOD opd

OPELUTIWIAIOP DIUISTA 0BIL[SISI] e[od sopnruurod soITw] SO WEFIPIIXD seITWINb o SEIIS SIsI[eue SEP SOPEI[NSIF SOND $8IF[0I 9P OFOWNN] - € B[IqE],

¢ o8nry



"OJ1X0} OIF9 sk

“EPEIYIUIPI ENSOWE € WOD 9s-opueredwiod (SIe\-eysnrS)) GO0 > ¢ — OADEIGIUSTS 4oy ‘qra Ol O

‘ND © wod as-opueredwod ‘(sfre\-1esnrs]) 00 > ¢ — OANLIYIUSIS |

“0BIBZIIqEISI Ip vOSE[ € SOdE BIIEUOT

ep 21U9N[J0 H-H'] ‘0d130[0Iq OJudWEIEN Op epres I ‘oorwmb-0d1sg ojuowelen op epres O], wende( o ou oederded (YD ‘oansod d[0NUTOD ) ‘OARESIU I[ONTOD N
‘101ne o]aod OopeIoqE]d :21U0,]

Il F Sg6e 9¢8 F I¥°6¢ 9v'L F SS'ee 086 ¥ SL0¢ ¥e'e1 ¥ 20CE 0L F 16'S¢ OUIIAUT  CT(T
Y101 F ¥Tce 0LL F L¥'cg GS'0T F 99°¢e YEST F +1°8¢ 199 F LL'ST LL'L F S0°9¢ ouomQO ¢10g
069 F €TV¢ LT FO6FE ¥¢01 F THI€ 659 F 09%¢ 80¢T F 19°G¢ 996 F LL'SE OBIOA €107
62Tl F 91°C¢ ¢CCl F TsTe 8¢CIT F ¥2o¢ 9¢‘6 F TL0E ¥L'6 F S8'ST 0¢0T F 0L0¢ eIOARWI]  Z10C
LZ0T F 98°¢e LSTL F SOYE LLTT F TSCe Yl F 9zog ¢vCl F o8¢I¢ 6LCT F T6'6C OuIAUT  710T
6981 F ¥LI¥ 1991 F 1L°0¢ 081 F S¢T¢ 9¢9T F 89°1¢ ¢LLT F 0S°9¢ €TCT F LO°LE ouomQO z10g
L6 F LYYE IT°0T ¥ L6'CE TTCT F L6ST 096 F ¢LTE ¢T'8 F 98°LT 06 F S8°LT OBIA  CI10T
€9¢l F 60°CE ¢TIl F 20°8¢ 926 F PS¢ 1L F €0°LT 1€Y1 F 26C¢ €8 F 068C eARWH 10T
1L%C F 1T°1¢ 60°8C F 90°S¢ k% ve'cc F O10CE ¥¢CC F 0CE LLOCT F 16%6C OuIAUT  110T
S9°¢c F 0€£CS 6£9 F 6218 ¢¢9 F 0C'sy 0LY F 9S°L¥ IS F 89°%Y¥ €T F 9L1S ouvomQ 110¢
SL'S F T¥'s 19%Y F THv 829 F 06°S¥ 299 F 0¢H Se's F 9T’y 169 F 1.°6¢ OvIdA  110T
¢LS F $9°8¥ 9661 F 9LCH 996 F T69¥ L9 F 0L'¢S 79°S F TrIS LEL F €10S vIOARWE] (10T
LSS°S F SIS 269 F 85°0S ,eS‘s F z0‘ss L6'6 F T¥CS SS'L F 86'LY V'L F os¥ey OUIAUT (10T
IT°CT ¥ 96C¢ SOCl F ¢LCE 0SCl F ¢LCC 1091 F ¥€0¢ 6Tl F 209C I6TT F 6£8C ouomQ) (10T
6LTT F TL°LT 0€TT F ¥0%¢ L9C F 6£81 8201 F SL'st 90Tl F 08°S¢ 990 F ¢SIC OBA (0102
6SY F €8LE  pubTC F 6£0Y ¢G0T F 65°6¢ YLL F 668 LSL F ¢8°0F 668 F I€YE PIARWI]  600C
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
dAFPPIN dAFPPIN dAFPPIN dAFPPIN dAFPPIN dAFPPIN opdersy  ouy
H-d1 a1d O4L [Rie) dd ND N
mﬁﬁwog

‘oede1ded ens ¢ zeJ £soIdwio B OPUO OTF OU d BIFBUIJOF BP 0JUdWEILI) IP 0$$9203d O 21uBINp
SEPEID[OD SLFISOWE SAIUIJIP S S0ISOAXD #¢a aunyj,” 9P SEWANSHFIW 9P sePnRqo ‘(‘JA'T - OINOITW IDIPUT) OLSIAIP WD SE[NID 9P seruanbor] — § epqe

LT ¢ o8nry



"OJ1X0] O ek
“EPEIYIUIPI ENSOWE € WOD 9s-opueredwiod (SIe\-eysnrS)) GO0 > ¢ — OANEIGIUSTS 4y ‘qra Ol KO
‘ND © wod as-opueredwod ‘(sfre A\ -[esnrs]) 00 > ¢ — OANLIYIUSIS |
“0BIBZIIqEISI Ip vOSE[ € SOdE BIIEUOT
ep 21U9N[JO -F] ‘02I30[0Iq OJudWEIEN Op epres I ‘oorwmb-0d1s ojuowelen op epres O], wende( o ou oederded (YD ‘oansod J[0NUTOD ) ‘OARESIU I[ONTOD N
‘101ne o]2d OpeIOqE]d :21UO,]

000 F 000 000 F 000 000 F 000 000 F 000 000 F 000 000 F 000 OUIAUT  ¢CT(T
000 F 000 000 F 000 000 F 000 000 F 000 000 F 000 000 F 000 ouomQO  ¢10¢
000 F 000 000 F 000 SO0 F 200 000 F 000 J8°0 F o 000 ¥ 000 OEIA  €10T
o F 0o 860 F 6£0 6T F 6L0 LOT F 00 8I°IT ¥ LS 000 F 000 eARWE]  Z10T
000 F 000 L90 F T€0 6v'¢ F 091 190 F <20 01't F TS0 010 F €00 OUIAUT 10T
610 F 900 o't F S0 0y F +8°1 80 F 920 000 F 000 820 F 60 ouvomQ 10T
8T F LSO 890 ¥ TT0 97T F 90 000 F 000 LS F O¥ET 820 F 60 OeA 10T
€60 F ¢¥0 LIT F 140 11 F €L0 ST F LSO 92T F #80 L0 F T10 eARWH 10T
0.0 F TTO 000 F 000 ook 000 F 000 LSS FOLST 000 F 000 OUIAUT 10T
000 F 000 000 F 000 000 F 000 000 F 000 000 F 000 000 F 000 ouvomQ 10T
000 F 000 000 F 000 000 F 000 000 F 000 000 F 000 000 F 000 OeIdA  110T
000 F 000 000 F 000 000 F 000 000 F 000 000 F 000 000 F 000 vARWE]  0T0T
000 F 000 000 F 000 000 F 000 000 F 000 000 F 000 000 F 000 OUIAUT (10T
1’0 F <00 900 F 200 €0 F 00 €0 F L0 1’0 F 900 000 F 000 ouvom(O  010T
020 F 600 21’0 ¥ +0°0 L0 F L0O 900 F 200 21’0 F 00 900 F 200 OeIA  010T
000 F 000 000 F 000 000 F 000 000 F 000 000 F 000 000 F 000 eIARWE]  600C
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
dAFPPIN dAFPPIN dAFPPIN dAFPPIN dAFPPIN dAFPPIN opSers ouy
H-q1 a1q O4dL [0 dD ND
wwuuwog

‘oede1ded ens ¢ zeJ £soIdwio B OPUO OFF OU 9 BIFBUNJOJ BP OIUIWEILF) IP 08$9003d O
2)ULIND SEPEID0D SLHSOWE SNUIIJIP ST 1oy aunyj,” 9P SITIWIs Ip 0BIs0dxa € sode Fen[od 9130w 9p 0559203d W sen[d 9p seruInbor] — G ePqe],

8¢l

¢ o8nry



"OJ1X0} OIF9 sk
“EPEIYIUIPI ENSOWE € WOD 9s-opueredwod (Sife\-eysnrS)) GO0 > ¢ — OADEIGIUSTS gy ‘qra Ol KO
‘ND © wod as-opueredwod ‘(sfre\-1esnrs]) 00 > ¢ — OANLIYIUSIS |
“0BIBZIIqEISI Ip vOSE[ € SOdE BIIEUOT
ep 21U9N[J0 -H’] ‘02I30[0Iq OJudWEIEN Op epres I ‘oorwmb-0d1sg ojuowelen op epres O], wende( o ou oedeided (YD ‘oansod o[onu0d ) (0ARESIU I[ONTOD N
‘101ne o]aod OopeIoqE]d :21U0,]

Y20 F 610 610 F SI°0 LEO F €€0 0S0 F 150 OL0 F OopT 1’0 F ¢1°0 OUJIAUT  ¢10T
Se'0 F €€ 620 F ¥20 oo F 1¥°0 ¢ce’0 F €€ ITT F I Y10 F 800 ouomnQ  ¢10¢T
9z0 F 90 ST0 F 120 81°0 F ¥£0 €0 F ST0 J80 F 89T 1’0 F <10 OvIA  €¢10C
ST0 F €0 810 F 620 vL0 F T80 9z°0 F 050 ¢’ F 160 Y20 F LTO vARWLE]  Z10T
SZ'0 F L1O L20 F 0¢0 €0 F 1€0 00 F ¢¥0 Y0 F 090 810 F CI0 OUIAUT  Z10C
9¢'0 F 60 0 F LEO €0 F 8¢0 8S°0 ¥ 00 0T F 0€T o0 F LZO ouomnQ  Z10¢
LO'T F LSO LEO F 020 oo F €€0 820 F 120 850 F 6L 1’0 F L0 oA ZI10T
62T F 1071 S0 F 990 S9°0 F LLO 68°0 F 0L 660 F 01 00T F L9 viARWE] 10T
¢S’ F Tro 0 F 120 otk 820 F 60 OIT F 80°C ¢z’0 F 10 OUIAUT T[0T
910 F 120 8¥0 F 090 e’ F 8¥0 850 F €50 ST F 797 120 F $T0 ovonQ  110C
610 F 0€0  oubI0 F LIO 610 F ¥S0 00 F 610 650 F 60T 1’0 F S1°0 OvIA  110C
¢1r'o F 110 S1'0 F SI°0 LT0 F 1€ 0€'0 F ¢£0 LCE0 F SLO 910 F LIO viARWE] (10T
SZ'0 F 1¥0 Y20 F €€0 S1'0 F <€ 00 F €¢£0 IS0 F 850 S1'0 F <0 OUIAUT (10T
910 F €€ ¢’ F o L9°0 F 09 o0 F 920 €S0 F L9 0 F 0£0 ovonQ  010C
LSO F 0¥0 ¢z0 F LI 9z°0 F ¢C0 LT0 F 120 890 F 650 810 F €T OvA  (010C
0 F S€0 LT'0 F 810 9¢’0 F Tr0 €0 F ST0 690 F 880 620 F 1€0 vIARWE]  600C
(2%) (%) (%) (%) (%) (%)
ddFPIPN ddFPIPN ddFvpIN ddFvpIN ddFvpN ddFvpIN opSers ouy
H-A1 ard O4L [¥ie) dD ND
w@uwmog

.O.mwmu D BNS ¥ Z] ©SOIAUWO ¥ 9pUO OLF OU 9 TLIEUJaF TP O1U9WIEIE)]) 9P 0SS9001d O alueinp Sepelafod
SBIISOWE S91UIIJIP Se EQ@Q wuni, AP sa1uowios 9 oedrsodxa ¢ sode ¢ SEITWOSSOWOID SI0JLIIdqE IP SBIO NuMO& semyad 2p sepuanbos,] — 9 eRqe
1P SY qny 1 C V. ¢ Q (WE PUR PqeL

6¢l

¢ o8nry



"OJ1X0} OIF9 sk
“EPEIYIUIPI ENSOWE € WOD 9s-opueredwiod (SIe\-eysnrS)) GO0 > ¢ — OANEIGIUSTS 4y ‘qra Ol KO
‘ND © wod as-opueredwod ‘(sfre\-1esnrs]) 00 > ¢ — OANLIYIUSIS |
“0BIBZIIqEISI Ip vOSE[ € SOdE BIIEUOT
ep 21U9N[JO -F] ‘02I30[0Iq OJudWEIEN Op epres I ‘oorwmb-0d1s ojuowelen op epres O], wende( o ou oederded (YD ‘oansod J[0NUTOD ) ‘OARESIU I[ONTOD N
‘101ne o]aod OopeIoqE]d :21U0,]

900 F 200 800 F %00 9z°0 F 120 0 F 110 Ir'c FO06°S Y10 F 800 OUIAUT  ¢10T
900 F 200 1’0 F 900 0c'0 F 800 900 F <00 660 F TIC 000 F 000 ouomnQ  ¢10¢T
€z’0 F 600 800 F %00 900 F <00 ¢r'o ¥ L0O SOT F L8C 600 F 900 OBIA  €10C
S1'0 F S1°0 010 ¥ 11°0 0c'0 F 110 010 ¥ 01 LY FoTsC 800 F +0°0 vAYWH]  Z10C
610 F 110 900 F <00 120 ¥ <10 ¢I'0 F 90 STT F OIET ¢1'0 F 600 OUIAUT 10T
910 F 010 LT'0 F SIO 010 F 800 w0 F 820 J19 F o6LL 900 F <00 ouomnQ  Z10¢
¢1'0 F 900 610 F 600 LT0 F STO 00 F €10 99C F O9I°C LT0 F TTO OvIA 10T
I€T F 0ST 98°0 F <81 960 F 81 L8O F €S°T 0T'c F pL¢ 680 F TCT'1 vAYWH] 10T
L8°0 F 0S50 0c'0 ¥ 810 bk SI'T F 1L 0€e F LS LT0 F 010 OUIAUT  T10C
8¢'0 F 870 ¥'0 F 220 LEO F 0€0 9z°0 F 610 90C F 6vC 81°0 F €10 ovonQ  110¢
800 F 00 600 F S0 o F 1€0 ¢1'0 F 600 JIT F 60T 800 F +0°0 OBA  110C
000 F 000 1’0 ¥ S0 610 F 010 60°0 F L0 20 F 690 SO0 F <00 viARWE] 0102
¢1'0 F 900 Y10 F 010 1’0 ¥ $0°0 Y10 F 010 JTo F oev'o 000 F 000 OUIAUT (10T
€0 F 90 0S'0 F L9 850 F S50 88°0 F €9 88C F 99¢ Se’o F oo ouomnQ 010
00 F €10 010 ¥ 800 9Z°0 F <¢C0 610 F ¥10 90T FO€0T 010 ¥ 110 OeA  010C
SO'T F €S0 ¢1'0 ¥ 00 €T’0 F 610 900 F <00 JST FL0C 600 F 900 vIARWE] 00T
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
ddFPPN ddFrpIN ddFvpIN ddFPIN ddFPIPN ddFvpIN ovSers ouy
H-d1 ard OdL go dD NO i
wwuamcg

‘oede1ded ens ¢ zeJ £soIdwio B OPUO OTF OU d BIFBUIJOF BP 0JUdWEILI) IP 0$$9203d O 21uBINp
SEPPI[0D SLIISOWE SIUIIJIP SB £¢a aunzj/f,” 9P $IUIWIS 9p oedrsodxo e sode ‘(NJN) soo[onuordrw op sezopeazod se[n[ed op seuonboar] — £ epqer,

0rl1

¢ o8nry



"OJ1X0] O399 ek

“EPEOYIUIPI ENSOWE € WOD 9s-opueredwiod (SIre\-eysnFS)) GO0 > ¢ — OADEIGIUSTS 4y ‘qra Ol KO

‘ND © wod as-opueredwod ‘(sfre\-1esnrs]) 00 > ¢ — OANLIYIUSIS |

“o1uanga op ofodsap op [ed0[ Op W ()¢ B ErEqEY 01 op Auesn| :gyy[ “1uonyge op olodsap ap [Bd0[ Op W ()7 © EIEqRY OIF Op

aquesnf vy [ ‘ereqny om op AuBITOW YN ‘OBIEZI[IqeIsD 9p vode € sode erreuryor ep ajuonpgd (-] ‘ende[ o ou oederded (YD) ‘oanrsod 9[0RU0D 17 ‘OANESIU 2[0NUOD N
‘101ne o]od OopeIoqE]d :21U0,]

616 F 8¢T¢ 'L F 96°9¢ ¢LOT F €5°6¢ Il F OSE6T 086 ¥ SL0¢ 0L F 16'S¢ OUIAUT  CT(OT
'L Fosgise e F o8I1¢ LL9 F $0¥E Y101 F ¥Tice YE'ST F $1°8¢ LL'L F S0°9¢ ouomQO ¢10g
L8 F LO9E 899 F TLY¥E ov's F 10°G¢ 069 F €T¥¢ 659 F 09%¢ 996 F LL'SE OBIdA  €10T
IL0T F IL%EC  SSCT F 98°¢e ¥S01 F LSIE 62Tl F 91°C¢ 9¢'6 F CL0E 0€0T F 0L0¢ eIARWH]  Z10T
EYT F OLLYE  00%T F €0TE L6TT F 88°0¢ LT0T F 98°¢ce SSv1 F 92°0¢ 6LCT F T6'6T OUIAUT  Z10T
ST F OI6HE  9¢ST F O189¢ o1 F ¥€6¢ 6981 F ¥L1¥ 9¢91 F 89°I¢ €TCl F LO'LE ouonQ 710T
876 F 8¢cC  €ITI F So'¢e GSIT F 79°CE L6 F LYYE 096 F ¢LTE ov'6 F S8'LT OEIdA 10T
TeCr FoI8'se ¥S8 F ¥6°1¢ 8¢°01 F Tsog €9¢l F 60°CE 1L F €0°LT €8 F 06°9C eIOARWI] (10T
¢S61 F vLCE  €C0T F 96T 2981 F 69°ST 1LYC F 121¢ ve'c F 10CE LLOT F 16°6C OuFAUT  110T
¢TY FOLTLY 80°C F TG6'8Y 099 F L8'8¥ S9°¢ F 0¢£CS 0LY F 9S°L¥ €T F 9L°1S ouomQ 10T
wu8Y'S FOvTsy .N%w F 89‘sS 6V°9 F €0‘0s SL'S F Tr'sy 299 F 0¢H 1S90 F IL°6¢ OvIdA  110T
.80 F 9Ly €08 F SS°8¥ ov's F P8 CL'S F ¥9°8¥ L9 F o0L'¢S LEL F €1°0S vIARWI] (10T
18°0 F €IS GS's F LL¢S 00 F 1TSS LSS°S F STYS L66 F T¥CS V'L F os¥ch OUIAUT (10T
Tl F o¢¥'ee 0811 F LOYE 10°TT ¥ 8S°1¢ IT°CT ¥ 96C¢ 10%T F #€0¢ I6TT F 6£8C ouomQ) (10T
006 F L8°1C 6v'9 F 99°¢T SOCl F 96%¢ 6LTT F IL°LC 8C01 F SL'ST 990 F ¢SIC OBEIA (10T
€°c F 00°9¢ b9 F SIlY 9 F 91°L¢ 6Sv F ¢8°LE YLL F 668 668 F IEFE PIOARWI]  600C
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
dAFPPIN dAFPPIN dAFPPIN dAFPPIN dAFPPIN dAFPPIN opdersy  ouy
vl vl VI A1 [ ND -
mﬁuawog

"£$93d WO P OUJOITD OP SOIF SOU SEPLIJ[0I SLIISOWE SAIUIIIJIP SBU O BIIBUTJOT
eP 9IUIN[JO O »¢22 aunyl/f” 9P $IUIWIS 9P 0edrsodxa € sode ‘("JA'T - 0dNOITW IDTPUT) FE[N[ID OBSIAIP 9P 0$$920Fd WD Se[N[ed 9p seruanboar] — g e[aqe ],

34} ¢ o8nry



"OJIXOY 03I s
“EPEIYIUIPI ENSOWE € WOD 9s-opueredwiod (SIe\-eysnrS)) GO0 > ¢ — OANEIGIUSTS 4y ‘qra Ol KO
‘ND © wod as-opueredwod ‘(sfre\-[esnrs]) 00 > ¢ — OANLIYIUSIS |
*1uan[ya op ofodsap op [ed0] Op W ()¢ € ereqny o1 op ANuesn| :gyy( 3uanygo op olodsop ap [€d20[ Op W ()7 B EIEEY OIF Op
auesn| (Y[ ‘ereqny o op AUBITOW YN ‘OBdEZI[IqeIsD 9p voe[ € sode erreuryor ep ajuonpgd (-] ‘ende[ o ou oederded (YD) ‘oanrsod 9[0RU0 17 ‘OANESIU 2[0NUOD N
‘101ne o]2d OpeIOqE]d :21UO,]

000 ¥ 000 000 F 000 b0 F P10 000 ¥ 000 000 ¥ 000 000 ¥ 000 ourAUl  ¢10T
000 ¥ 000 000 F 000 000 F 000 000 F 000 000 F 000 000 F 000 ouonQO  ¢10T
000 F 000 000 F 000 000 F 000 000 ¥ 000 000 F 000 000 F 000 OBA  €10T
0T F 6¥0 <0 F 110 LFT F 8L o F 020 LOT F O¥0 000 ¥ 000 eIARWH]  Z10C
0S0 F 1€0 L9T F €L0 690 F LZO 000 ¥ 000 190 F SC0 01°0 ¥ €00 ourAUl 70T
¢T0 F C10 090 F 610 90T F 050 610 F 900 780 F 920 870 F 600 ouonO  ZI10T
S0 F L0 €0 F 010 0T F L¥O 781 F LSO 000 ¥ 000 870 F 600 OBA  ZI0T
SL0 F S€0 S0 F 1€°0 960 F ¢£¥0 €60 F €r0 SPTF LS80 LE0 F 210 eIARWH]  [10C
000 ¥ 000 0€0 F 010 o F 610 0L0 F 720 000 ¥ 000 000 F 000 ourAu]  [10Z
000 ¥ 000 000 F 000 000 F 000 000 ¥ 000 000 F 000 000 F 000 ouon(O 1102
000 F 000 000 F 000 000 F 000 000 ¥ 000 000 ¥ 000 000 F 000 OBA 10T
000 ¥ 000 000 F 000 000 F 000 000 ¥ 000 000 ¥ 000 000 F 000 eIARWH]  (010C
000 ¥ 000 000 F 000 000 F 000 000 ¥ 000 000 ¥ 000 000 F 000 ourAu]  (10Z
870 F 010 €0 F 010 o F o610 SI'0 ¥ S00 €z0 F LOO 000 F 000 ouon(O (102
<T0 F 210 000 F 000 1’0 ¥ 900 020 F 600 900 F 200 900 F 200 OBA  010T
000 ¥ 000 000 F 000 000 F 000 000 F 000 000 ¥ 000 000 F 000 CIOARWH]  600C
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
dATPPIN dATFPPIN dATFPPIN dATFPPIN dATFPPIN dAT7PIN — ouy
vl vl VI T-A1 [ ND
wﬁuuwog

"£$93d WO P OUIOIUD OP SOIF SOU SEPEI[O0D
SEFISOWIE SIIUDIOJIP SBU O BIFELUJOF BP IUIN[JO O 1¢a nyf,” 9P $9IUIWS op 0edrsodxo & sode ‘Je[n[od 9130w WO Se[N[2d 9p Seuanbar] — ¢ epqel

vl

¢ o8nry



"OJIXOY 03I s
“EPEIYIUIPI ENSOWE € WOD 9s-opueredwiod (SIe\-eysnrS)) GO0 > ¢ — OANEIGIUSTS 4y ‘qra Ol KO
‘ND © wod as-opueredwod ‘(sfre\-[esnrs]) 00 > ¢ — OANLIYIUSIS |
*o1uanyya op ofodsap ap [ed0] Op W ()¢ B rEqny o1 op Auesn| :gyy ([ 3uanygo op olodsop ap [€d20] Op W ()7 B EIEEY OIF Op
auesn( (Y[ ‘ereqny o op AUBITOW YN ‘OBIEZI[IqeIsD 9p vode[ € sode erreuryor ep ajuonpgd (-] ‘ende[ o ou oederded (YD) ‘oanrsod 9[0RnU0D D) ‘0OANESIU 2[0NUO0D N
‘101ne o]aod OopeIoqE]d :21U0,]

¢z0 F L10 L10 F 220 00 ¥ LTO Y20 F 610 00 F 150 ¥1I'o ¥ 210 OurAUT  ¢I0T
00 F 150 90 F 8¢0 ¢s'0 F LEO e’ F o¢£o ¢’ F o€€0 ¥1°0 F 800 ouvomQO  ¢10¢
820 F ¥0 ¢’ F S¥O 620 F 820 920 F 9¥°0 €0 ¥ <¢0 1’0 F SI°0 OeIA  €10¢
L0 F OSsto ¢e’0 F SS0 610 F 120 S0 F ¥€0 90 F 0S50 Y20 F LTO eARWE] 10T
€0 F LT 9¢'0 F $€0 800 F %00 GZ0 F LI 00 F €¥0 810 F ¢I0 OUIAUT  TT0T
8¢0 F TS0 0 F 120 €0 F 00 9¢'0 F 620 8¢°0 F 0¥0 or'0 F LZO ouvomQ 7102
S0 F €0 0 F S0 960 F L£O LOT F LSO 820 ¥ 120 210 F L0 OeA  Z10¢
0 F $S0 €60 F 8L0 Y0 F 950 6T F 107 680 ¥ 0.0 00T F L90 eARWE] 10T
870 F 1¢€0 090 F 8¥0 870 F €€ €S0 F ¢ro 820 ¥ 6¥0 ¢zT0 F CI0 OUIAUT  TI(C
920 F ¢¥0 0 F 920 6€0 F 9¢0 910 F 120 860 F €S0 120 ¥ ST0 ouvomQ 1102
120 F +20 120 F 810 00 F L£O 610 F 0£0 0Z'0 F 610 Z1’'o F S1o OBIA  T110T
€0 F 610 €10 F 600 610 F €20 €10 F 110 00 F €£0 910 F LI0 vARWE] (0102
€0 F 120 920 F 9¢0 610 F 120 ¢z0 F 1¥0 00 F €€0 S1'0 ¥ 220 ourAu] (10T
1L0 F 0071 6F'0 F Z¥0 €0 F 0¥0 910 F €€0 or'0 F 920 0 F 0£0 ouvomQO 0102
S0 F 690 820 F 0¢£0 ¢T0 F L1O LSO F 0¥0 L10 F 120 810 F €20 OeA 0102
L0 F 9L €0 F €20 S0 F 690 0 F S€0 €0 F ST0 620 F 1€0 erARWE] 6002
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
dAFPPIN dAFPPIN dAFPPIN dAFPPIN dAFPPIN dAFPPIN ouSers ouy
vl vl VI T-AT [} ND
mNH—wa

"£$93d WO P OUJOITD OP SOIF SOU SEPLIJ[0I SLIISOWE SAIUIIIJIP SBU O BIIBUTJOT
ep QIUIN[JD Ok »¢2 wnyf” 9P $IUIWIs ap oedisodxo v sode (DY) SLIMWOSSOWOId $905e19qe 9p sejoperod senyad op sepuanbar] — (O eRqe.L

vl

¢ o8nry



"OJIXOY 03I s
“EPEIYIUIPI ENSOWE € WOD 9s-opueredwiod (SIe\-eysnrS)) GO0 > ¢ — OANEIGIUSTS 4y ‘qra Ol KO
‘ND © wod as-opueredwod ‘(sfre A\ -[esnrs]) 00 > ¢ — OANLIYIUSIS |
*o1uanya op ofodsap op [ed0] Op W ()¢ B erEqny O1F op Auesn| :gyy( 3uanygo op olodsop ap [€d0[ Op W ()7 B EIEEY OIF Op
auesn| (Y[ ‘ereqny o op AUBITOW YN ‘OBdEZI[IqeIsD 9p voe[ € sode erreuryor ep ajuonpgd (-] ‘ende[ o ou oederded (YD) ‘oanrsod 9[0RU0 17 ‘OANESIU 2[0NUOD N
‘101ne o]aod OopeIoqE]d :21U0,]

800 F %00 o F o€ 650 F LYO 900 F 200 0 F 110 Y10 F 800 OUIAUT  ¢I(C
¥1°0 ¥ 800 910 F S00 900 F 200 900 F 200 900 F 200 000 F 000 ouvomQ  ¢10¢
600 F 900 900 F 200 010 F 600 €0 F 60 1’0 F L0O 600 F 900 OeIA  €10C
800 ¥ +0° 610 F S10 ¥¢0 F €20 1’0 F <10 010 F 01 800 F +00 eARWE]  Z10C
900 F 200 1’0 F 900 800 F 00 610 ¥ 110 €10 F 90 1’0 F 600 OUIAUT  Z10C
600 ¥ L0 610 F 900 910 F 110 910 F 010 0 F 820 900 F 200 ouomQO  ¢I0¢
610 ¥ 120 L0 F 2T0 ¢1’0 F 110 ¢10 ¥ 90 020 ¥ €10 L20 F TTO OBA  Z10C
680 F 660 S0C F 167 ¥LT F 9CC 1€ F 08T L80 F €51 680 F TC1 eARWH  [10T
610 ¥ 210 920 F 620 0 F 120 L80 F 050 SI'T ¥ 1L L10 F 01 OurAUT T[0T
Y20 F 2€0 820 F LTO ¢C0 F 910 8¢‘0 F 8T 920 F 610 810 F €10 ouvomQO  110¢
900 F 200 600 F S00 I1°0 ¥ S0 800 ¥ +0°0 €10 ¥ 60 800 F +00 OeA  110C
€10 ¥ L0 900 F 200 800 F +00 000 F 000 600 F L0 SO0 F 200 eARWE]  (010C
¢1'0 F 010 1€0 ¥ 210 Y0 F LTO €10 ¥ 90 ¥1°0 F 01°0 000 F 000 OUIAUT  ([0C
8LT F 1.7 0 F L¥0 80 F 990 €0 F 90 880 F €90 e’ F o ouvomQO  (10¢
810 ¥ S10 ¢1'0 F ¥00 o ¥ 120 020 F €10 610 F +1°0 01’0 ¥ 110 OBA  010C
Y0 F 0€0 ¥1°0 F 01°0 900 F 200 SO'T F €50 900 F 200 600 F 900 eARWE] 00T
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
dAFPIPIN dAFPPIN dAFPPIN dAFPPIN dAFPPIN dAFPPIN ouSers ouy
vl vl VI T i) ND
mwuawog

“£s91dwd BP OUIOIUD OP SOIF SOU SEPELII[O SLIISOWE SAUIIIJIP
SeU O BIIRUIOI eP 2IUIN[JO O v nyj7 9p $a1uawos op oedrsodxo e sode ‘(NJN) sospnuordrwu op sezopeizod senod op sepuanbor] — [ edqeL

144

¢ o8nry



vl

‘6‘0 = 3 — eaprsod

OEBJE[III0N) "GY)- S F — BANESOU OBIE[OIION) 9150 OEIE[IIFOD BWUN WELUIWINIP SOPEI[EIT SII0[BA S()
*0BdBZIIqEISD Ip rOSE[ B sode

BIFEUIJOT BP 9JUIN[JD - ‘0013001 OIUdWeIeR) Op epJes ¢ [/ ‘0orumb-00Is)y 01uUdweles) Op epres
DAL “1uanygo op ofodsap ap [ed0] op w (¢  ereqny o op auesnl :gyy[ @uonge op ofodsop
Op [B20] Op W ())g © ereqny OwF op uesn| :[yy( ‘ereqny O Op AuUBIUOW YN ‘OBIEZIIqEISD
op eoJe[ & sode emeuRor ep ojuanpd -y ‘wende( om ou oederded (YD foonoirwr 20Ipul FN'T
‘101ne o]ad OpeIOqE]d :21UO,]

€700 Y020 el ﬂ
900 9500 vl =
900°0- sTI’o VI o
S€0°0 v01°0 g-d1 2
820°0 8¢1°0 Ak &
ZS1°0 ¥11°0 OdL a
8500~ 800°0 ktie)
1500 12¥°0 vl o
S¥0°0 €80°0 vl i
0L0°0 €81°0 VI 2
4(Al T80 HHT 28
610" 2100 qar1d o
€010 €00°0 OdL o
08£°0- €LE0- ktie)
S0t°0 850°0 vl A
820°0- 810" vl 5
YLED 7€0°0 VIN 3
Se10- 9L0°0 HHT g
€61°0- 1S1°0- a1d g
L00°0 €81°0- OIL &
L60°0 $01°0 ktie)
€LT0" €60°0- evil
00~ AN vl
1S1°0- G610 VIN —
0950 9L0°0 H-HT =
$12°0 180°0 qard
9¢¢0- 81¢°0- OdL
TLT0 0200 ktie)
epenuwnoy SpeprsoranyJ eIp9IA eImyerodwoy,

FETETTIN ensowry Jutodpurg

*SOJIS0[0F0IIW SOPEP SO 9 SOIISO[OI] SOPEP SO TV ePezI[edr (8)7)) LIMUOUED OLIE[IIIOD BP SOPEIMNSIY — 7] B[qE,L

¢ o8nry



91

‘60 = 3 — eansod 0de[PII0N) ‘G- S I — BANEIOU OBIE[PIT0)) "9170F OBIE[DIT0D BWN WEUTWIIIIIP SOPES[EIT SITOEA SO)

“0BdBZIIqEISD Op vOFE[ B SOdE BIIEUOT BP 9JUIN[JO -H' ‘0dI30[01q OJUIWIEILT]
op epres 1 ‘odrumb-oorsyy ojudwreIes; op epres 0 L1, “ruanpga op olodsop op [ed0[ Op w (¢ © ereqny o op Auesn ;Y[ “uonygo op ofodsap ap [e20] Op w ()T €
ereqny o op guesn| vy [ erEqRY O Op 2IULITOW VYN ‘OEdEZIIqeIsd 9p roSe[ v sode erreuryor ep auanpyo 'g-] ‘wende[ o ou ogderded :[\Y7) ‘0onorw 201pus AT
‘J01ne o[2d operoqe[d :91u0,J

0€0°0- 1L1°0 2900~ 79¢°0- $01°0- 8800~ 8L1°0- 060°0 L10°0 6LT°0- 960°0- €00~ L12°0- €010 il o
812°0- 6000 Ge0°0- reo- 0950 S+0°0- ¥L1°0 70 L£00- €LE0- 901°0- 6£2°0- 0S1°0- €20 il g
061°0 L0T0 €10°0- 691°0 S9%°0 610°0- ¥L2°0 982°0 1€0°0- CLE O AN 661°0- 811°0- 0SL0 VAN Qm
920" 280°0~ 0LT°0 90 €€0°0 08%°0 650°0 892°0 010°0- 962°0~ 760" 6L0°0 260°0- £88°0 gad1 2
S61°0- 1020~ €000 881°0- 981°0- (0] 990°0 €010 L80°0- S90°0- GLO0 6£0°0- 6£0°0- 8990 414 &
020°0- 960°0- 2S0°0- 020" 2800~ 8+¥0°0- $10°0- 19¢°0- 0L0°0~ L0T0- €620 802°0- 6ST°0- 6LT°0- OdL &
00¢°0 6250 001°0 I¥S0 0800~ 012°0 6540 110 LLO0- G910 GLTO 0¥0°0- 1#0°0- LLEO k0]
1700 1610~ 8210~ $6£0- 61€°0- 1840 1€S°0- 1140 6LE0 20s°0- 991°0- 8420~ 1210~ 86¢°0 vl o
920" ¥20°0 €000 0L£0" S0 6000 8710 9610 9100 99¢0~ 0600 0810 811°0- 82Z0 wal g
LLEO TS0 91¢°0- $91°0- 182°0 1€2°0 900°0- 0 6LY°0 2200 L£00- 8710~ L21°0- L1€°0 VIN m
1610~ 000 661°0 182°0- L61°0 Sv9°0 9900~ AL} z5s1°0 $0¢0- €10 900 7800~ 680 4491 £
882°0- GGeo- 810 L9T°0- G20 9180 090°0 911°0- ¢S1'0- G010~ 020 €81°0- €610 10€°0 ami o
0ve 0~ LIY0- 1100 980°0 $60°0 €10 091°0 GTeo- 610°0- ¥12°0 1010 82C°0- %00 £80° OdL &
9220 60¢°0 €190 G970 L92°0~ 611°0- 8L1°0 $82°0- €Te0- L0€0 1L2°0- 9210 4 4X0) 440] Rtie)
8LT°0- 2000~ 0920 0500 6600 L91°0- L£00 9840 €500 62€°0- L6€°0- #80°0 ore 0 89t°0 vl A
L¥0°0 €50°0- €Te0 $60°0 0590 LTT0 2110 810°0 $2¢0- LST0- $220- 901°0- 8¢¢0 09L°0 vl 5
810°0- 162°0 GS10 $10°0- LTT0 9120~ 1900~ 10 6L0°0 creo- 660°0 800 65€°0 Y4l VIN 3
65C°0- 0100 811°0 700 9S1°0 061°0" 100 6220 6£T°0 8L0°0 1LT°0- 691°0- 9L0°0 Treo- qdT &
661°0- L00°0- €20 €00°0- Gzeo 162°0 €€0°0 9L1°0 9020~ 8¢0°0- S90°0 910°0- 0120~ 600°0- a1d g
8610 L12°0 88¢°0- €10 7900~ €82°0- 161°0 890°0 9600 S¥0°0 cero- 1L1°0- 70~ 799°0- OIL &
7840 6L90 G1€0 6950 8¥1°0- 7920 610 861°0 101°0 112°0 GS0°0- GS1°0 9L1°0 9990 ktie)
8210 1600 9¢+°0 G800 T5¢0 82¢ 0~ 69+°0 9290~ S840 i d] 610 GS0°0- 7€s‘0- vl
L91°0- LS00 9850 98¢0 662°0- S00°0 L92°0 0zs‘o- 1620 L92°0 8910 L¥00- 10€°0- vl
L80°0 TsT°0- 6LS0 T20°0- 121°0 ¥¢+0 €510 LS¥0- 2100 08¢0 ¢reo S0S°0 107°0 LSE0- VIN  —
020" 001°0 810°0- 6¥0°0 210 €160 1000~ 62¢0 G500 9100 992°0 9L1°0 Ge0‘0- 100 Td1 =
G81°0- 6ST°0- LLEO L12°0 ceeo- 8800 8L1°0 9L0°0- 8G1°0 862°0 L0€0 1020~ 9590 L60°0 ard
099°0- ThL0- $0t0 LES0 L92°0 9L0°0~ 0zt o LS 0~ ¢L¥0- cr10 01+°0 ¥0L0 2S00 1820 OdL
61¢°0- 1640~ 182°0 60€°0- 801°0- o~ 8G6C°0- 920~ 8200~ 9620~ 0620 82C0- 80C°0- S61°0- Rtie)
o0odd _00d  dO  MIN AN S'S LS g, dwdy  puoy Hd 12eg gm0 aedy) S
I9p I0[eA v

*sooraymb 9 SOJIS) SOPEP SO 9 SOIISO[OI] SOPEP SO MU LPezI[edr (8)7)) LIMUOUED OLIE[IIIOD BP SOPEINSIY — €T B[qe,L,

¢ o8nry



Lyl

‘60 = 7 — eansod 0ede[PIION) ‘G- S I — BANEIOU 0BIE[DITOT) *9170F OBIE[OITOD BWN WEUTWIIIIIP SOPEI[EIT SIFOEA SO)
*0BEZI[IqEISD Op LOJe[ B sOdE BIIEUOT BP 21UIN[JO ' -H' ‘0OI30[01q 01UIWEILT) Op EPJes ¢ [/ ‘0drwmb-0o1s)y ojuowelen
op epres 0L, “auanpgo op ofodsap ap [ed0] Op W ()¢ € ereqny o op auesn| :gyy( ruanpga op ofodsop op [Bd0] Op W ()7 © ereqny O op auesn|
VY[ erequy o1 op JuBIUOW YN ‘OBSEZI[IqeIsS 9p B0Se[ € sode erreuryor ep a1uanpyo -] ‘Wende[ o ou oederded (YD) ‘0onoinw 20Ipul T
‘J01ne o[2d operoqe[d :91u0,J

9700~ 1L1°0- 0020 020~ 000°0 0L0°0 €Te0 G800 L91°0- 16¢°0- 6190 60€°0- il o
ceTo- G10° S60°0- 0000 191°0 8050 ¥Ss‘0 8600~ S0~ YANIN 0620~ il §
L81°0" L60°0 9L0°0 0S1°0- 000°0 Yo10- €610 S8Y°0 €700 90¥°0~ €€0°0" 152°0- VIN R
6€€°0 810°0 €S1°0- LOT0 0€1°0" 17<0- YTeo 1120 SeL0 L8Y°0 TTro- ad1 2
S00°0 T61°0- G900 9120~ ¢Tro- €S0 €610~ 2020 8690 61€°0- 41d &
¢1c0- 691°0- LY1°0- 120°0- €9¢°0- 120°0 0S0°0- $20°0- L620" S91°0- OdL &

810°0 602°0- 000°0 8¢T 0~ 78¢0 17€°0 0r1°0- 182°0- 7500 8¢C0- k0]
€010~ $9¢°0- 1200~ 9620~ 0000 9r¢ 0~ 700 L0 7920~ €61°0- $9¥°0 ¥¢20- vl o
$€2°0- 9¢0°0- 6¥1°0- 000°0 6710 €9%°0 LOS0 #90°0- 81+°0- 260°0- LLT0- il g
$20°0 690°0- 060°0 8¢0°0 0000 911°0 9500 Ly1°0- TLO0- ¢¢10- ¢e10- 69%°0 VIN m
$5¢°0 600" Ge10- G80°0- 0600 191°0- oro LST0- 2080 S8+°0 $6£°0- [E5C O RS
6¥1°0- ¢S¥0- 662°0 G120~ S90°0- 2520 €¢T0- L20°0- $9¢°0 6£€°0- ard g
Treo- $S20- GLED LEE0 8L1°0- 010 02Z0- 9920~ 1600~ G120 OdL &

6€1°0- 9020~ 000°0 8¢¢ 0~ 20¢°0 6510 8820 TLT0 602°0- S8¢‘0 O
80~ 6590 201°0 L61°0 0000 092°0 ¥SL0 872°N1] $220- GGeo- 02e0- 96%°0- vl A
120" G100~ $2C°0- 0000 LS00~ o L09°0 1L1°0- 0120~ Gzeo- 82¢‘0- vl 3
$6£0- TS0 S0 L01°0- 000°0 G620 L15°0 812°0 9600~ Yoy LEC0- 18¢°0- VIN 3
1€¢0- 1L00 L£00- 7820 200 Serally LS 0~ 9420~ 181°0- 96¢°0- 191°0 d-d71 mu
9020~ LL1O- $€2°0 0010 ¥L0°0- 0LZ0" ¢S1°0- 860°0- 8LY0- ¥L0°0 qa1d £
9600 L92°0 ¢Heo- 6100 L£00 122°0- €01°0- L£00 L20°0- 200" OdL &

960°0 $01°0- 0000 720~ 8€9°0 L89°0 L61°0- 0¥ o- $92°0- Te0- htie)

€0¢‘0 810~ €Te0- 6520~ 0000 0¢1°0 620~ €620~ GS1'0- 181°0 170°0- 8LY0 vl

L60°0 8610~ ¥L£0- 000°0 2110 82T 0~ LY 0- LYT0- L0 00t°0 982°0 vl
191°0 ¥L1°0- TTe0- €TI0~ 000°0 000~ €TT0- 1640~ ¢Cro- €150 ¥zso €0 VIN —
LY1°0 L10°0 L£00- 96¢°0- 690 ¢v0°0 090 8¢1°0- ¥18°0 192°0 9220~ Td1 =

0200 2010~ G120 6020 €000~ 1€s°0 ¢ero- 9L1°0 6020 9L0°0- a14d

SeL0- §€9°0- 8650 LYT0 9200 810 9500~ L91°0- €€00- $S2°0 OdL

0L£°0- $00°0 0000 95+°0 102°0- 975°0- L80°0- 99t°0 0920 G120 k0]

dsuesg, SO0 od v EEIEN 98IV uer) Jns THIN HIN oy 101D ensowy

I9p I0TeA

*soorIymb 9 SOJISI SOPEP SO 9 SOJISO[OI] SOPEP SO TV ePezZI[edF (¥7)))) BIIUOUED OBIL[IIIOD P SOPEINSIY — €] B[oqe ] ep oedenunuo)

¢ o8nry



Conclusoes Gerais 148

. CONCLUSOES GERAIS

A partir dos resultados obtidos no presente trabalho, concluimos que:

As anlises fisicas e quimicas foram importantes para se determinar a qualidade das aguas sob
influéncia da refinaria de petréleo, assim como permitiram avaliar a eficacia do tratamento

das 4guas servidas na refinaria;

Os resultados das andlises bioldgicas (citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade), por
meio do bioindicador Alium cepa, demonstraram a presenca de substancias indutoras de
divisao celular no efluente, a montante e a jusante do rio Atibaia. Nao foram observados

efeitos genotoxicos e mutagénicos para este organismo-teste, durante o periodo avaliado;

Os resultados das andlises bioldgicas (citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade), por
meio do sistema-teste de Oreochromis niloticns, demostraram a presenca de substancias
potencialmente citotoxicas e genotdxicas nas amostras de efluentes tratados da refinaria e nas
amostras de agua coletadas, logo a jusante do local de despejo do efluente no rio Atibaia,
pela exposicao ex situ. Nenhum efeito mutagénico foi observado sobre os peixes, por esta
forma de exposi¢ao as amostras coletadas.

Os resultados obtidos pela exposicio 7z sitn corroboram as informagdes obtidas pela
exposicao ex situ, demonstrando um potencial genotéxico induzido pelas dguas do rio Atibaia,
apos o recebimento dos efluentes tratados da refinaria de petréleo. No entanto, nenhum
efeito mutagénico foi observado para os espécimes de O. nzloticus expostos in situ, durante o
periodo de estudo;

A utilizagdo de dois organismos-testes diferentes demonstrou-se importante, devido as

diferencas de sensibilidade dos mesmos;
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A analise integrada dos fatores ambientais com os dados biolégicos permitiu uma
interpretagdio mais consistente dos efeitos das aguas servidas da refinaria sobre os
organismos-teste e possibilitou o levantamento de um cenario ambiental mais proximo da
realidade. Este tipo de analise também permitiu concluir quais sao as precariedades existentes
no tratamento de efluente realizado pela refinaria.

Os resultados das analises multivariadas canonicas serviram para indicar quais parimetros
ambientais (fisicos, quimicos, pluviométricos e térmicos) foram os principais interferentes
nos parametros biologicos. Apesar deste método ser pouco explorado e de dificil

interpretacao, ele mostrou-se util para auxiliar na investigacao da qualidade de aguas.
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