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RESUMO

No presente trabalho, ensaios de toxicidade com o metaldéide arsénio, o metal
cobalto e o contaminante emergentel7p-estradiol foram estudados na presenga e
auséncia das substancias humicas aquaticas (SHA) e suas fragdes de diferentes
tamanhos moleculares (<5, 5-10; 10-30; 30-100 e >100 kDa), utilizando-se os
organismos Ceriodaphnia dubia e Pseudokirchneriella subcapitata. Aos ensaios
utilizando-se o organismo C. dubia, a influéncia das SHA em contato com o metal
arsé€nio na reducdo da toxicidade por analise estatistica aumentou a reprodu¢ao. Nas
diferentes fracdes de SHA observou-se variagdo de toxicidade nas fragdes de
tamanhos moleculares maiores, na seguinte ordem crescente de toxicidade:
F1=F2<F3<F4=F5. Em relagdo ao cobalto, apesar da nao redugao de toxicidade
notou-se a influéncia do tamanho molecular das SHA na toxicidade entre as fragdes
utilizando-se concentracdo de 50 pgL!, onde as fragdes com base no tamanho
molecular apresentaram a seguinte ordem de toxicidade: F5=F4<F3<F2<F1. Os
ensaios utilizando-se P. subcapitata mostraram que a presenca das SHA mesmo
que isoladamente, causou inibi¢ao no crescimento do organismo em quase todas as
concentragdes das trés substancias estudadas, relacionada a composicao, ligagdes
presentes no extrato de SHA e interagdes entre a superficie da alga e a matéria
organica. Assim, os ensaios de toxicidade aliados aos estudos quimicos revelam
que a substancias himicas apresentaram comportamento diferente tanto no que diz
respeito ao organismo testado como a qual substancia estd interagindo, podendo
atuar tanto como minimizadores ou como potencializadores dos efeitos toxicos em
diferentes organismos.

Palavras-chave: Substincias humicas. Arsénio. Cobalto. 17p-estradiol.
Ecotoxicologia. Matéria orgénica natural. C. dubia. P. subcapitata
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ABSTRACT

At this work, toxicity tests using metalloid arsenic, metal cobalt and emerging
contaminant 17p-estradiol were studied in the presence and absence of aquatic
humic substances (AHS) and its fractions of different molecular sizes (<5, 5-10;
10-30; 30-100 and > 100 kDa), using the Ceriodaphnia dubia and
Pseudokirchneriella subcapitata organisms. The tests using C. dubia, influence of
AHS contact arsenic metal in toxicity reducing by statistical analysis AHS and the
different fractions showed different behavior in each other, reducing toxicity
fractions of larger molecular size, in decreasing order of toxicity: FI1 = F2 <F3
<F4 =F5. In regard to cobalt despite, the toxicity reduction was not observed the
influence of the molecular size of AHS in toxicity between fractions using a
concentration of 50 ugl-1, where fraction of molecular size showed the following
order of toxicity: F5 F4 = <F3 <F2 <FI. Assays using P. subcapitata shown that
presence of AHS even alone, cause an inhibition in the growth of the organism in
almost all concentrations of the three substances studied, related composition,
bonds present in the extract SHA and interactions between the surface seaweed and
organic matter. Thus, combined with the test chemical toxicity studies show that the
humic substances was much different behavior with regard to the test organism and
which is interacting substance, which may act either as or as potentiators of
minimizing toxic effects in different organisms.

Keywords: Humic substances. Arsenic. Cobalt. 17f-estradiol. Ecotoxicology.
Natural organic matter. C. dubia. P.subcapitata
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1. INTRODUCAO

Os grandes centros urbanos sao conhecidos por serem os
principais poluidores dos sistemas aquaticos devido a liberagdo de uma gama de
produtos quimicos pelos diversos e intensos usos de substancias quimicas sintéticas
e naturais (JEANNOT, 2002). Quando os efluentes domésticos acabam,
inadvertidamente, misturados aqueles de origem industrial, apresentar riscos muito
mais sérios e de dificil controle ou manejo, dada a presengca e aumento da
concentragdo da substancias provenientes dessas fontes (ZAGATTO &
BERTOLETTI, 2006).

O lancamento de contaminantes nas dguas superficiais associado
a alteracdo das caracteristicas ambientais resultam na altera¢do na vida aquatica. A
agua doce ¢ um sistema complexo composto de ions (carbonatos, de sédio, calcio,
potassio, fosforo e ferro), gases dissolvidos (oxigénio e nitrogénio) e nutrientes
como o amonio, fosfato, nitritos, nitratos ¢ de compostos organicos como
aminoacidos, substidncias himicas e materiais particulados. Outro grupo que
apresenta relevancia para o sistema aquatico envolve uma classe de metais
conhecidos como elementos traco representados por cromio, cobalto, cobre,
manganés, molibdénio, niquel, estanho, vanadio, zinco (COSTA ef al., 2008). De
uma forma geral, como exposto na figura 1, a qualidade da agua ¢ garantida a partir

da avaliac¢do da qualidade fisica, quimica e bioldgica em sua totalidade.
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Figura 1 — Parametros para a obtengdo da qualidade total da agua.
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e Metais
Constituintes Ani
- ; . nions
inorganicos
Qualidade | -|  Cations
bioldgica
p— Sintéticos
| | Constituintes | |
Organicos
- Naturais

Fonte: Branco, Azevedo & Tundisi (2006).

Por ser um elemento de grande interesse conhecido efeito toxico
inclusive a saude humana, o metaldide arsénio tem sido amplamente estudado. De
Schamphelaere et al. (2008) afirma a necessidade de pesquisas adicionais e estudos
aprofundados de metais essenciais como o cobalto a fim de detectar riscos
potenciais na qualidade da agua a partir de estudos de toxicidade. Devido ao seu
uso generalizado e seus potenciais efeitos adversos sobre a satide humana e ao
ambiente, o metal cobalto tem sido objeto de interesse de varias organizacdes
reguladoras nacionais e internacionais (LOCK et al., 2004). A toxicidade de
diversos poluentes organicos tem sido habitualmente investigada devido ao seu
potencial de deformacdo ou de carater cancerigeno em seres humanos e demais

espécies. Porém, o interesse atual de pesquisadores vem sendo despertado para os
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efeitos adversos sobre o sistema enddcrino exposto a quimicos ambientais.
Inimeros compostos quimicos de uso tanto doméstico, como industrial e agricola
possuem comprovada atividade hormonal. Assim, metais, metaldides e compostos
oraganicos encontram-se distribuidos ao longo de corpos d’agua, sejam inseridos
naturalmente, por processos de intemperismo das rochas, lixiviados para as aguas
de superficie ou, devido as atividades antrdpicas.

A matéria organica presente no ambiente aquatico influencia na
redugdo de toxicidade e biodisponibilidade de elementos como os ions metéalicos
dos organismos presentes nesses ambientes (AL-REASI ez al., 2011). A influéncia
do carbono organico dissolvido (COD) em solu¢des complexas constituidas por
uma grande variedade de metais, torna-se um fator de estudo de grande relevancia,
frente ao potencial de contaminagdo representado pelos poluentes no ambiente
aquatico (MARKICH et al., 2002). O fracionamento molecular € um procedimento
que auxilia na compreensdo do comportamento de matrizes complexas como a
matéria organica presente nos ambientes aquaticos, representada pelas substancias
himicas (SARGENTINI ez al., 2001), e tem se mostrado uma das mais importantes
técnicas para estudar o comportamento dessas substancias no meio aquatico.

Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a
influéncia das Substancias Himicas Aquaticas (SHA) e suas fracdes de diferentes
tamanhos moleculares, na formacdo de complexos com espécies Co e As, bem
como, com o interferente enddcrino 17B-estradiol utilizando-se testes

ecotoxicologicos com Ceriodaphnia dubia € Pseudokirchneriella subcapitata.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Toxicidade e Meio Ambiente

Enquanto as andlises quimicas identificam e quantificam as
concentragdes das substancias, os testes de toxicidade avaliam o efeito dessas
substancias sobre sistemas bioldgicos. Assim, as andlises quimicas e os testes de
toxicidade se complementam. Em se tratando de amostras de efluentes industriais,
por terem uma natureza quimica complexa e inimeras substancias quimicas, uma
caracterizagdo individual passa a ser economicamente inviavel detectar todas as
substancias presentes (COSTA et al., 2008).

As substancias toxicas podem ser inseridas em dguas superficiais na formas
de metais potencialmente toxicos, agentes redutores inorganicos € compostos
organicos. Apesar de sua dispersao e diluicdo no meio aquatico, ¢ possivel que
metais e compostos organicos se bioacumulem nos organismos habitantes desse
ambientes, interferindo diretamente nos efeitos bioldgicos muitas vezes
desconhecidos. Algumas das diferentes respostas entre os riscos de curto e de longo
prazo entre organismos e agentes toxicos podem, contudo, ser especifico para uma
determinada substancia téxica. As respostas de curto prazo permitem que o
organismo resista ao efeito toxico enquanto a resposta a longo prazo permite que
ele se adapte a presenca de substincias toxicas. A investigacdo de parametros
subletais possui grande importancia, podendo uma escolha equivocada resultar na
aparente auséncia de qualquer exposi¢do, mesmo quando o organismo foi exposto
a um agente toxico. Além disso, a compreensdo do comportamento fisioldgico dos
organismos auxilia na associacao dos efeitos toxicos (DODDS, 2002; WETZEL,
2001)
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O objetivo dos ensaios ecotoxicologicos ¢ avaliar a toxicidade
através de métodos padronizados a fim de estabelecer critérios de qualidade da
agua. O efeito mais comum observado em um teste de toxicidade ¢ a letalidade. Em
um ambiente natural, concentracdes de contaminantes raramente nao sao
encontradas em concetragdes tao altas a ponto de causar letalidade direta. Por outro
lado, em concentracdes trago na escala partes por bilha ¢ possivel observar efeitos
subletais como dificuldade de locomogao e reproducao, redugdo da predagdo ou
alteragdes metabolica. Existem inimeros tipos de teste de toxicidades, dentre eles
os testes de toxicidade aguda e cronica para determinadas fases da vida amplamente
conhecidos. O quadro 1 mostra outros exemplos de testes de toxicidade realizados

para ensaios toxicoldgicos (NIKINMAA, 2014).

Quadro 1 — Descrigdo de tipos de testes utilizados para avaliagdo de toxicidade.

Teste Descricao

Avalia letalidade das substancias testadas em
tempos de exposi¢oes curtos (24-96h), além de
parametros de observacao, efeitos subletais podem
ser adicionalmente utilizados neste tipo de teste.
Sado considerados testes cronicos se englobados

Teste de toxicidade aguda

Teste de toxicidade mais que 10% da vida de um organismo, caso
cronica contrario, sdo considerados teste de toxicidade
aguda.

A toxicidade através da letalidade causada pela
Teste do tipo Life-cycle | substancia estudada ¢ acompanhada ao longo de
(LC) todo desenvolvimento do organismo (a partir da
fertilizagdo até maturidade sexual).
Teste do tipo Partial-life- | A avaliagdo de toxicidade inclui estadgios provaveis
stage (PLC) em que o organismo € mais sensivel as substancias.
Neste tipo de teste geralmente determina-se
embriotoxicidade. A analise racional ocorre no
embrido ou em outro estagio inicial da vida que seja

Teste do tipo early-life-

stage (ELS) mais quimicamente sensivel no ciclo de vida do
organismo.
Teste de toxicidade Determina parametros relacionados a reprodugao
reprodutiva em testes de toxicidade aguda ou cronica.
Utiliza parametros especificamente associados a
Testes de

embrides/desenvolvimento ~ dos  organismos;

desenvolvimento e .
teratogenese ¢ um deles

embriotoxicidade
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continuacao
Ensaios de O sistema de teste determina a teratogenicidade das
teratogenicidade em sapos | substancias no desenvolvimento do sapos em sua

(FETAX) fase jovem (Xenopus)

Avalia como a toxicidade das substancias sao

alteradas pela presenga de luz.

Determina como as substancias sdo afetadas de

acordo com aspectos comportamentais.

Testes de toxicidade em | Investigam a toxicidade de substancias associadas a

sedimentos sedimentos.

Esses métodos utilizam a bactéria Vibrio fischeri, o

qual emite luz. O parametro utilizado baseia-se na

relacdo de emissdo de luz que diminui com o

aumento da toxicidade da amostra.

Bactérias/células geneticamente modificadas sdo

expostas a substancia; a modificagdo genética ¢ feita
Ensaio do tipo reporter | e entdo a resposta quimica ¢ identificada pela

assay (exemplo CALUX) | expressdo de um gene de acordo com a produgao de

luciferase, onde ¢é emitida intensidade de luz

diretamente proporcional ao nivel de exposicao.

Fonte: Adaptado de Nikinmaa (2014).

Fototoxicidade

Testes de comportamento

Microtox

Outra decis@o a ser tomada para a realizagdo de um ensaio de
toxicidade baseada na resposta que se pretende obter ¢ a escolha do organismo-teste
(LOMBARDI, 2004). Estudos ecotoxicoldgicos sdo realizados utilizando-se
organismos de diferentes niveis da cadeia trofica, especialmente aqueles cultivaveis
em laboratorio € que possuem normas para tais ensaios, como microalgas
(Chlorella vulgaris, Scenedesmus quadricauda, Scenedesmus subspicatus e
Pseudokirchneriella subcapitata), bactérias (Spirillum volutants, Pseudomonas
fluorescens), microcrustaceos cladoceros (Ceriodaphnia dubia, Daphnia magna,
Daphnia similis, Hyalella azteca e Hyalella meinerti) e peixes (Danio rerio,
Lepomis macrochirus, Oncorhynchus mykiss, Pimephales promelas e Poecilia
reticulata).

Assim, a busca de uma espécie para a utilizacdo em testes de
toxicidade deve levar em consideragdo a sensibilidade relativamente constante do

organismo a uma diversidade de agentes quimicos; a facilidade de condi¢des de
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cultivo e manutencdo; disponibilidade do organismo e espécies que contenham
estabilidade genética.

Invertebrados de 4gua doce como Daphnia magna e
Ceriodaphnia dubia sao recomendados pela EPA para ensaios de toxicidade em
ambientes aquaticos por apresentarem ciclo de vida curto, estabilidade genética
bem como cultivo em laboratério bem estabelecido (ZAGATTO & BERTOLETTI,
2006).

2.1.1 Ceriodaphnia dubia

Ceriodaphnia dubia, Richard 1894 pertencente a familia
Daphniidae, ordem Cladocera (Figura 2), ¢ um microcrusticeo amplamente
utilizado em estudos de ecotoxicologia de 4gua doce (RODGHER et al., 2009).

Figura 2 — Microcrustaceo de agua doce, Ceriodaphnia dubia. Fonte: Autoria propria.
4

Fonte: Autoria propria.

Popularmente conhecidos como pulga d’agua, tem como
caracteristicas fisicas (Figura 3) cabega anteriormente arredondada, uma mancha

escura grande na extremidade anterior, olho composto e tamanho ndo ultrapassando
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um milimetro de comprimento (0,8 a 0,9 mm) (EL MOOR-LOUREIRO, 1997).
Machos e fémeas podem ser distinguidos uns dos outros pela sua forma e tamanho.
Os machos sao menores que as fémeas, apresentando uma forma quase que
triangular. A locomogao deste organismo ¢ realizada por um conjunto de duas
antenas permitindo a visualizacdo de um movimento geralmente vertical e irregular
do organismo. Naturalmente as fémeas se reproduzem por partenogénese porém,
em situagdes em que as condi¢cdes ndo sdo ideais para o crescimento, os machos e
as fémeas sexuais sao produzidos e reprodugdo ocorre. Os ovos fertilizados podem
permanecer inativos até que as condi¢des voltem a ser favoraveis para o

crescimento e reproducao (DODDS, 2002).

Figura 3 — Ceriodaphnia dubia Fonte: EPA(1986). A) 1 fémea e; 2 suas principais
estruturas; 3 garra; B fémea nao partenogenetica; C macho.

Fonte: Adaptado de USEPA (1987).
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O uso de algas como indicador biologico ¢ importante por se tratarem
de produtores primarios, onde qualquer alteracdo relacionada a dindmica de suas
comunidades pode afetar os niveis troficos superiores do ecossistema (COSTA et al.,
2008). No que tange aos testes de fitotoxicidade as microalgas de agua doce sdo mais
utilizadas que qualquer outro tipo de planta de agua doce, porém utilizadas menos

frequentemente comparando-se com animais.

2.1.2.  Pseudokirchneriella subcapitata, Hindak 1990

A Pseudokirchneriella subcapitata, Hinddk 1990 anteriormente
denominada Selenastrum capricornutum, Printz 1914, ¢ uma alga unicelular de
pigmentacdo verde, ndo flagelada amplamente utilizada em estudos de toxicidade por ser
considerada de facil cultivo e apresentar rapido crescimento (HOFFMAN et al., 1995,
REYNOLDS, 1984). A verificagdo de crescimento algal pode ser determinada através da
contagem do nimero de células com o auxilio de microscopio dptico ou contador eletronico
de particulas, e através da medida indireta da concentracdo da biomassa, avaliada por
espectrofotometria ou fluorimetria por determinagdo da concetracao de clorofila a, ou pela
turbidez medida em 750 nm (ABNT, 2011). Um dos testes mais comuns para a avaliagdo
da toxicidade aquatica para as algas esta relacionado de inibigdo do crescimento algal (ISO,
2004).

A necessidade de experiéncia técnica para conduzir esse tipo de ensaio
¢ considerada um fator de restrigdo em sua utilizagdo (HOFFMAN et al., 1995). Por
fornecer informagdes quantitativas fundamentais relacionadas a disponibilidade das
substancias quimicas, nutrientes ou substancias potencialmente toxicas e seus efeitos nos

ecossistemas é considerado um ensaio de fundamental importancia.

2.2, Poluentes no ambiente aquatico

Uma grande variedade de metais potencialmente toxicos, agentes

redutores inorganicos, bem como compostos organicos, sdo introduzidos ao ambiente
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aquatico e podem atuar como poluentes toxicos em ecossistemas aquaticos. Os metais
podem bioacumular em muitos organismos, ¢ podem ser bioacumulados ao longo de
cadeias troficas alimentares (DODDS, 2002; WETZEL, 2001). O quadro 2 mostra a
classificagdo de alguns elementos de acordo com o nivel de toxicidade bem como a

acessibilidade a esses elementos.

Quadro 2 - Classificacdo de elementos quimicos de acordo com a toxicidade e
disponibilidade.

Toxicos mas muito
Muito toxicos e
Metais néo criticos insoluveis ou muito
relativamente acessiveis
raros

Na, C, F,K, P, Li, N, Ti, Ga, Hf, La, Zr, Os, Be, As, Au, Co, Se, Hg,
Mg, Fe, Rb, Ca, S, Sr, W, Rh, Nb, Ir, Ta, Ru, | Ni, Te, Tl, Cu, Pd, Pb, Zn,
H, Cl, AL, O, Br, Si Re, Ba Ag, Sb, Sn, Cd, Bi, Pt,

Fonte: Adaptado de Wood (1974).

Segundo Walker et al. (2012) o metal pode ser quimicamente
definido como um elemento que apresenta como caracteristicas brilho aparente, ser
um condutor de eletricidade e na maioria das vezes apresentar-se na forma de
cations. Um grupo de metais foram classificados como potencialmente toxicos para
descrever elementos que atuam como contaminantes ao ambiente. A presenca
desses metais em concentragdes na ordem de pg L' pode causar a morte de peixes,
seres fotossintetizantes dentre outros representantes do ambiente aquatico dos
corpos hidricos (ROCHA, ROSA & CARDOSO, 2004) e enquadrados como um
grupo especial por ndo serem degradados, quimica ou biologicamente de forma
natural.

A Resolugdo CONAMA 357/2005 indica valores limites de
concentragdes de metais, anions, parametros bioldgicos e fisico-quimicos,
classificando os corpos d’agua, de acordo com as concentragdes desses parametros
e usos pretendidos para o referido recurso. A resolucdo ainda destaca itens
relacionados aos corpos de agua de Classe 2 que visa a prote¢do da vida aquatica,

recomendando-se o monitoramento ecotoxicoldgico permanente em Aaguas
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brasileiras. Atualmente a resolugilo CONAMA 430/2011, a qual revisa a
CONAMA 357/2005, cita em seu artigo 18 que um efluente, para ser lancado em
corpo de agua receptor, deve ser avaliado ecotoxicologicamente utilizando-se pelo
menos dois organismos-testes, pertencentes a diferentes niveis tréficos como

mostra a figura 4, de modo a assegurar a auséncia de toxicidade para a biota do

ambiente receptor (COSTA et al., 2008).

Figura 4 - Exemplo de cadeia alimentar do ecossistema aquatico e seus niveis troficos.

§,° Consumidores secunddrios
S/ Peixes
b J
S/
&, . . « s e
S Consumidores primérios
§ Microcrusticeos
5
g
./
&y Produtores

Algas

Numero de individuos
Fonte: Costa et al. (2008)

Dentre os elementos com maior potencial de toxicidade no
ambiente pode-se destacar o metal cobalto e o metaloide arsénio. O ja referido
CONAMA 357/2005 estabelece padroes de lancamento para alguns os elementos

como mostra a tabela 1.

Tabela 1 — Concentragdes maximas permissiveis de metais considerados potencialmente
toxicos.

Metal Concentracio maxima permitida

(mg L)
Arsénio 0,010
Cadmio 0,001
Cobalto total 0,050
Cobre dissolvido 0,009
Cromo 0,050
Manganés 0,100
Zinco 0,180

Fonte: Resolugdo CONAMA 357/2005
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2.2.1. Cobalto

O cobalto, metal essencial encontrado no sitio ativo da Vitamina
B12, desempenha papel importante em reagdes bioquimicas essenciais para a vida
(SIEGEL, 2002) mas pode ser considerado altamente téxico em altas doses além de
cumulativo, sendo sua exposi¢ao em longo prazo, causadora de inimeros efeitos
adversos (SIMONSEN, HARBAK & BENNEKOU, 2012). E utilizado em laga
escala no setor industrial como agente de secagem em pinturas, pigmentagdo de
cores em porcelana, como catalisador na produc¢ao de borracha e como um aditivo
em fertilizantes e forragem. Devido ao uso generalizado e potenciais efeitos
adversos sobre o ambiente, cobalto tem sido objeto de interesse de estudo de varias
organizagdes reguladoras nacionais e internacionais. O conhecimento relacionado
ao comportamento desse metal ¢ um requisito essencial na avaliagdo dos riscos a
fim de estabelecer critérios de qualidade da agua (LOCK et al., 2004; DE
SCHAMPHELAERE, 2008).

2.2.2. Arsénio

O arsénio, ¢ um elemento classificado como metaldide por
apresentar caracteristicas ora de elementos metalicos, ora de ndo-metalicos. Esses
elementos podem combinar-se a grupos organicos formando, por exemplo,
compostos metilados de arsénio, substancias altamente toxicas e lipofilicas. Devido
a essa alteracdo, as acdes toxicas diferem das formas idnicas simples. Além do
arsénio, outros elementos podem exercer efeitos toxicos ao se ligarem a
constituintes ndo metalicos de macromoléculas celulares, como o arsénio e grupos
de proteinas sulfidricas (WALKER, 2012). Jain & Ali (2000) informam a
toxicidade das diferentes espécies de arsénio na seguinte ordem: arsenito > arsenato

> monometilarsenato (MMA) > dimetilarsenato (DMA). Em se tratando de efeito
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de toxicidade, a especiacdo ¢ um ponto essencial para maior entendimento dos
mecanismos causadores de toxicidade de um determinado elemento quimico
(CRAIG, 1986). Assim sendo, a toxicidade bem como as caracteristicas do
ambiente a ser estudado findam por depender muito mais da forma na qual a
substancia se apresenta do que o componente especificamente estudados de maneira

isolada.

2.2.3 Contaminantes emergentes: 17f3-estradiol (E2)

Grandes volumes de residuos domésticos e industriais s@o
descarregados para os sistemas de esgotos municipais, liberando uma grande
variedade de produtos quimicos. Poluentes emergentes tem sido relatados como
perigosos aos seres humanos e aos seres organismos presentes nos corpos d’agua e
pelo efeito biologico sdo classificados segundo Jeannot (2002) como compostos
interferentes do sistema endocrino (IE). Os IE incluem uma variedade de
substancias como: pesticidas, produtos farmacéuticos, produtos naturais
estrogénios tais como derivados de plantas, subtancias incorporadas como aditivos
na alimentacdo, substincias utilizadas na fabricacdo de produtos de uso pessoal
como protetor solar agentes bactericidas e fungicidas, substancias como cafeina e
nicotina bem como produtos quimicos usados na produgdo de plasticos (WALLER
& ALLEN, 2008).

Gavrilescu (2014) em seu trabalho investigou a importancia do
estudo e avaliagdo dos riscos ecologicos de substancias emergentes como farmacos,
interferentes endocrinos e toxinas bem como sua influéncia em ambientes de dgua
doce, identificando futuros desafios para a redugdo dos impactos ambientais dessa
classe de poluentes. Segundo Fontenele et al. (2010) essa classe de poluentes
representa uma importante fonte de contamina¢do ambiental. A figura 5 mostra os
caminhos que os poluentes emergentes podem percorrer desde a fonte de descarga

até possiveis corpos receptores, decorrente do transporte e acimulo no ambiente.
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Figura 5 — Possiveis rotas dos poluentes emergentes de sua fonte a chegada de um corpo
receptor.
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Fonte: Adaptado de Gavrilescu (2014)

Além dos compostos organicos introduzidos no ambiente via
atividades industriais, hormonios podem sem inseridos em aguas superficiais
devido a eliminacdo destes compostos por muitos seres vivos. Estrogénios naturais
ou sintéticos sdo excretados através da urina e fezes e sob condigdes naturais, estes
metabolitos podem ser rapidamente hidrolisados, retornando a sua forma original.
Desse modo, as principais fontes de interferentes endocrinos inseridos nas adguas
superficiais sao os efluentes de esta¢des de tratamento de esgoto (ETE) ou, no caso
de paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento, o esgoto bruto despejado nos
corpos aquaticos receptores (SODRE e al., 2007). Para a obtencio de 4gua potavel,
os principais tipos de processos de tratamento na remo¢do de microrganicos
envolvem a clarificagdo/ coagulagdo, processo de sor¢ao por carvao ativado em pd
ou granulado (GAC ou PAC), oxidacdo com o0zdnio ou cloro e filtracdo por
membrana. Opgdes de sorcdo e biodegradacdo de interferentes endocrinos
utilizando-se acidos humicos, podem revelar bons resultados no que diz respeito a
minimizagdo de seus efeitos no ecossistema aquatico (KIM et al., 2011; LEECH,

2009).
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Dentre os diversos poluentes que interferem o sistema endocrino
destacam-se o0s estrogénios naturais, os estrogénios sintéticos e alguns
xenoestrogénios, tais como o bisfenol A, os surfactantes alquilfendis e alguns
ftalatos.

A estrogenicidade pode ser um pardmetro para analisar a
influéncia dos hormonios nos sistemas aquaticos. A figura 6 mostra um alto grau
de estrogenicidade do hormoénio 17B-estradiol e sua possibilidade de causar

alteragdes no ambiente aquatico.

Figura 6 - Estrogenicidade relativa de alguns IE. Fonte: Adaptado de Guntendorf e
Westendorf, (2001) e Auriol et al. (2006).
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Hormoénios naturais como E2, (Figura 7) em concentragdes
muitas vezes baixa (na ordem de nanogramas por litro), podem causar alteragdes

no desenvolvimento reprodutivos dos seres humanos.

Figura 7 — Estrutura do interferente endocrino 17p-estradiol.

Fonte: Sodré et al. (2007)
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2.2.4 Substancias hiimicas aquaticas (SHA)

A matéria organica presente nos solos, turfas e sedimentos
consiste de uma mistura de substancias em varios estagios de decomposicao.
Formada a partir da decomposicao biologica e enzimatica de residuos vegetais e
animais geralmente presentes no solo as substancias himicas (SH) representam a
principal classe de constituintes da matéria organica natural (MON), globalmente
distribuidos em ambientes terrestres e aquaticos (STEVENSON, 1994).

Estima-se que a metade do carbono organico dissolvido (COD)
disposto em aguas superficiais e oceadnicas trata-se de matéria organica refrataria do
tipo SH (ROCHA & ROSA, 2003). Estas sao formadas por estruturas contendo
cadeias aromaticas, com porcoes de cadeias alifaticas estaveis, unidas por pontes
de hidrogénio, contendo grupos carboxilicos, carbonilas, fenilicos, alcoodlicos,
hidroquinonas, entre outras (FILHO & SILVA, 2011). Podem ser divididas em trés
componentes de acordo com a solubilidade: dcidos hiimicos (por¢ao nao solivel em
agua quando em pH abaixo de 2), 4cidos fulvicos (por¢ao soluvel em qualquer
condicdo de pH) e humina (por¢do ndo soluvel em 4gua independente do pH)
(MALCOLM, 1990 apud MCDONALD et al., 2004). De um modo geral as SH
apresentam caracteriticas como: ligar-se a inUmeras substancias organicas,
formagdo de complexos com ions metalicos e colodides, influencia na coloragio
marron ou bronze da 4gua quando em altas concentragdes (atuando na absorcdo da
luz e influenciando nos processos de fotossintese) e resistenténcia a degradagao
biologica.

No ambiente aquatico, os metais podem se complexar com a
matéria organica dissolvida, principalmente com substincias humicas. Essas
representam 80% da matéria organica dissolvida nas aguas naturais e influenciam
numerosos processos biogeoquimicos (COSTA et al., 2008). A interagao entre os

grupos funcionais das substancias humicas e os metais ocorre de acordo com a
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afinidade das ligagdes formadas entre essas espécies. Essa afinidade pode variar de
fracas forgas de atracdo a formacdo de ligacdes coordenadas altamente estaveis.
Estudos de processos capazes de reduzir a concentragdao dos ions metalicos livres
como as reagdes de complexacdo, mostram a possibilidade de diminuicao
significativa da toxicidade. Bezerra et al. (2009) ao realizar ensaios com a matéria
organica natural (acidos humicos e fulvicos) destaca a competicdo pelos sitios
ligantes em ambientes naturais por ions metalicos. Assim, correlagdo direta matéria
organcia versus concentracao do ligante necessita ser investigada com detalhes.
Na busca pela remocdo de poluentes organicos diversas
alternativas também vem sendo pesquisadas. Uma delas baseia-se na utilizagao de
substancias humicas as quais interagem com compostos organicos xenobidticos
como pesticidas e herbicidas por processos fisico-quimicos de adsorgao,
solubilizagdo e hidrélise, ou microbioldgicos e fotossensibilizantes. Distrui¢ao do
carbono organico de acordo com o peso ¢ tamanho molecular sdo propriedades
fundamentais para melhor entender suas caracteristicas fisico-quimicas
(PEURAVUORI & PIHLAJA, 1999). O estudo das substancias humicas com base
no tamanho molecular pode ser realizado utilizando dentre diversas técnicas
ultrafiltracao por fluxo tangencial com filtros de membrana (ROCHA et al., 1999).
E considerada, em principio, um método simples capaz de estudar misturas
complexas de macromoléculas por tamanhos moleculares, facilitando assim o

estudo das propriedades das SH (SWIFT, 1989).
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3 RELEVANCIA E OBJETIVO

A importancia do presente trabalho reside no fato que até agora
poucas pesquisas estudaram as respostas biologicas apds exposi¢do principalmente
a espécies metalicas como arsénio e cobalto e interferente enddcrino como 173-
estradiol, utilizando-se organismos presentes nos ambientes aquaticos na presenca
de matéria organica natural e com variacdes de niveis troficos. A avaliagdo dos
efeitos de ions metdlicos e composto organico neste nivel de organizagdo podera
também fornecer informagdes a respeito dos valores de seguranca estabelecidos
atualmente pela legislagdo brasileira bem como uma alternativa para a remogao de

poluentes emergentes como os interferentes endocrinos.

3.1. Objetivo Geral

Assim, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a
toxicidade do arsé€nio, cobalto e 17(B-estradiol na presenca de SHA e em suas
fragdes com diferentes tamanhos moleculares, na busca pela avaliacao da qualidade
de dgua de corpos hidricos, ndo restringindo a avaliagdo apenas a concentragao do
agente tOXico.

3.2 . Objetivos especificos
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Para atingir tal objetivo, foram propostos os seguintes objetivos

especificos:
. Extrair, caracterizar e fracionar substancias himicas aquaticas;
. Avaliar a complexacdo de interferentes endocrinos como 173-estradiol,

metais como o Cobalto e metaloides como o Arsénio nas SHA e suas fracoes de
diferentes tamanhos moleculares;

. Avaliar a toxicidade das trés substancias na presenca e auséncia de SHA
e suas fracdes de diferentes tamanhos moleculares utilizando-se os organismos-

teste Ceriodaphnia dubia e Pseudokirchneriella subcapitata;



4. METODOLOGIA

4.1. Materiais

4.1.1 Equipamentos

- Agitador magnético, QUIMIS, 0221M;

- Analise TGA-DTA-DSC simultaneo, TA instrument, Mod. Q-600;

- Analisador de Carbono, ANALYTIC JENA, Mod.NC 3100/1;

- Balanga analitica com precisao 0,0005 g, SHIMADZU Mod. AUW220D;
- Balanca analitica com precisao 0,0001 g, SHIMADZU Mod. 220;

- Bomba de vacuo, TECNAL Mod. TE-058;

- Bomba peristaltica, GILSON Mod. Minipuls 3;

- Bomba de aeragdo para aquario, BOYU, Mod. ACQ-009-160L.

- Caixa de luz ou luminaria adaptada;

- Centrifuga de laboratério FANEN, Mod. Baby®]I Centrifugue;

- Chapa de aquecimento, TECNAL Mod. TE-018;

- Espectrometro de Emissdo Optica com Plasma Indutivamente Acoplado ICP-
OES, AGILENT, Mod 720 series;

- Condutivimetro, DIGIMED, Mod., DM-32;

- Estufa, DE LEO;

- Estufa Incubadora Microprocessada para B.O.D. - Q315M;

- Espectrofotometro de Infravermelho (FTIR), VARIAN, Mod. IR 680;
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- GPS portatil,;

- Incubadora Shaker, SOLAB;

- Liofilizador, TERRONI, Mod. LT 600

- Micropipetas automaticas GILSON, volumes (fixos e variaveis);
- Microscopio bioldgico, Alpha, 2013.

- Microscépio invertido, Zeiss® Mod. Axiovert 40C/40CFL.

- Oximetro, DIGIMED, Mod. 4PP;

- Oximetro, WTW Mod. Oxi 315i/SET;

- pHmetro digital DIGIMED, Mod.;DM-23DC;

- pHmetro portatil, WTW Mod. pH3151/SET;

- Sistema destilador e desionizador para purificagdo de agua, MILLIPORE® Mod.
Direct-Q 3, 5, 8.

4.1.2 Reagentes

- Acido nitrico concentrado (65%), SYNTH;

- Acido cloridrico concentrado (37%), SYNTH;

- Agua deionizada;

- Aquarios de vidro com capacidade para 20 L;

- Balao volumétrico (1 Le 2 L);

- Balde para descarte (10 — 20 L);

- Béquer (20-50 mL);

- Béquer 50 mL, SATELIT;

- Bicarbonato de sodio (NaHCO3), SYNTH;

- Brometo de potéssio (KBr), SIGMA ALDRICH;

- Cloreto de aluminio (AIC13.6H20), CINETICA;

- Cloreto de amonio (NH4Cl), ECIBRA;

- Cloreto de calcio dihidratado (CaCl,.2H>O), NUCLEAR;
- Cloreto de cobalto hexahidratado (CoCl2.6H,0), SYNTH;



- Dessecador;

- Detergente, EXTRAN (5%);

- Espatula de metal;

- Erlenmeyer (250 mL);

- Fermento biolégico;

- Fitas de pH, MILLIPORE;

- Fita veda rosca;

- Frasco do tipo coletor de urina (capacidade para 50 mL), Prolab;
- Frasco ambar;

- Frascos de armazenamento de vidro ambar (1 L);

- Galdes (10-50 L) e garrafas (500 mL a 1 L) de polietileno;
- Garrafas de armazenamento de polietileno (1 L);

- Hidréxido de Amdnio (NH4OH), SYNTH;

- Kitassato 1 L;

- Luvas de borracha;

- Mangueiras de polietileno;

- Metanol (HPLC), ;J.T. Baker;

- Membrana 0,45 ym, M&M;

- Membranas comerciais para UF, Millipore (100, 30, 10, 5 e 1 kDa);
- Nitrato de potassio (KNO3), IMPEX;

- Padrio para ICP de cobalto 100 mg L', SPECSOL

- Padrio para ICP de arsénio 100 mg L', SPECSOL;

- Padrio multielementar para ICP, 100 mg L', SPECSOL

- Peroxido de hidrogénio (35%), ECIBRA;

- Pipetas e pipetadores (5 -10 mL);

- Pipetas de pasteur de plastico (5 -10 mL);

- Pipetas de pasteur de vidro (até 3 mL);

- Pissetas de agua destilada;

- Potes de vidro (500 mL — 700 mL);

- Preto de eriocromo C20H12N3NaO7S, SYNTH.

- Provetas capacidades variadas.

41
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- Ragdo para peixe Tetra Fin®;

- Resina Superlite™ DAX-8, SIGMA ALDRICH;

- Solugdo EDTA para determinagdo de dureza;

- Solugdo algal de Pseudokirchneriella subcapitata,

- Sistema de ultrafiltragao;

- Sulfato de Cobalto Heptahidratado, (CoSO4.7H>0), SYNTH;
- Sulfato de Calcio Dihidratado (CaS04.2H-0);

- Sulfato Ferroso (FeSO4.7H,0), ANIDROL,;

- Sulfato de Magnésio Heptahidratado (MgSQO4.7H>0), SYNTH;
- Suporte universal;

- Tetina para pipetas de vidro;

- TermOmetro;

- Tubos do tipo Tygon®;

- Outras vidrarias comum a um laboratorio de Quimica Analitica.

4.2. Metodologia

Para a avaliar a toxicidade das interagdes entre AHS e fragdes de
arsénio e cobalto 17f-estradiol foi realizado os passos descritos no esquema

descrito na Figura 8.
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Figura 8 - Esquema geral das etapas a serem realizadas para avaliagdo da toxicidade e
interacdo dos contaminantes ao longo do trabalho proposto.
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Fonte: Autoria propria.

4.2.1 Amostras de dgua e caracterizagdo

O corrego Sorocabinha (Figura 9) estd localizado da cidade de
Iguape-SP em uma regido hidrografica de relevancia por contar com uma 4area rica
em manguezais, ber¢o para diversas espécies marinhas e aves aquaticas, sendo

localizada em meio a unidades de conservagao e Areas de Protecao Ambiental como
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a Estacdo Ecolégica Juréia (Latitude: 24°41'59"S, Longitude: 47°33'05"W)
(CETESB, 2011).

Figura 9 — Ponto de coleta de agua para extragdo das substincias humicas aquaticas -
corrego Sorocabinha, Iguape-SP; a) Vista da ponte pela qual passa o corrego Sorocabinha
e b) corpo do corrego.

a) b)

Fonte: Autoria propria.

Para caracterizacdo das amostras de agua foram realizadas
medidas in situ de pH, temperatura, condutividade elétrica e oxigénio dissolvido,
utilizando-se pHmetro, termdmetro, condutivimetro e oximetro, respectivamente,
bem como a coleta de dgua (Figura 10 a), para determinacao da concentracao de
metais presentes nas amostras. Assim, parte da amostra foi acidificada em pH
inferior a 2 utilizando-se HNOj3 concentrado, conforme Standard Methods (APHA,
1998). Para a extracdo das substancias humicas aquaticas foram coletados cerca de
200 litros de dgua em galdes com capacidade para 20 litros, conforme a Figura 10

b. A coleta foi realizada em margo do ano de 2013.
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Figura 10 — Acondicionamento de agua coletada no Rio Sorocabinha a) coleta de amostra
de 4gua para caracterizagdo em laboratdrio; b) Coleta de dgua em galdes para posterior
extracdo de substancias htimicas aquaticas.

Fonte: Autoria propria

Em laboratério foram determinados parametros Demanda
bioquimica de oxigénio (DBO) por diferenca de oxigénio dissolvido medido in situ
e apods 5 dias de incubacdo a temperatura de 25°C e metais presentes nas amostras
de 4gua. Para a determinacdo do metais nas amostras de dgua, adotou-se o método
adaptado de EPA US (1992), que descreve metodologia para digestao de amostras
de agua. Deste modo, realizou-se a digestdo de 100 mL de amostra de agua para a
determinag¢do de metais totais, bem como 100 mL de amostra de agua filtrada
utilizando-se bomba de succao a vacuo por filtro de 0,45 um, para determinagao de
metais dissolvidos, ambas em triplicata. As amostras foram submetidas a
temperaturas at¢ 100 °C juntamente com acido nitrico e cloridrico concentrado.
Ap6s a reducdo do conteudo digerido a aproximadamente 10 mL, cada amostra foi
avolumada em baldo de 25 mL e, posteriormente, conduzidas para determinacdo
das concentragdes de metais utilizando-se a técnica de espectroscopia de emissao
optica os metais (aluminio, arsénio, cadmio, calcio, chumbo, cobalto, cobre, cromo,
estroncio, ferro, magnésio, manganés, niquel, zinco) foram quantificados no
equipamento espectrometro de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado

(ICP-OES 720 series).
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4.2.2 Extragao das substancias humicas aquaticas por resina amberlite DAX-8

Rocha & Rosa (2003) utilizam-se de métodos cromatograficos de separagao
para a extracdo das substancias himicas com o auxilio de &cidos e bases como
eluentes. O método cromatografico em coluna empacotada com resina foi
empregado para extracdo das substancias humicas aquaticas, conforme a figura 11,
utilizando-se resina Superlite™ DAX-8. Previamente ao procedimento de extragdo,
realizou-se o procedimento de purificacao da resina, no qual mantém a mesma em
contato com metanol em um erlenmeyer sob agitagdo continua em incubadora
shaker. Apos 2 horas de agitagdo, procedeu-se com sequenciais lavagens utilizando-
se dgua deionizada até a obtenc¢do de pH proximo a 7 (figura 11 a). Em seguida, a
resina foi mantida em contato com uma solugio de HCI 0,1 mol L' preparada
segundo Morita (2005) por cerca de 24h em shaker, lavada com agua deionizada
até obtencdo de pH proximo a 7. Finalmente, em contato com solugdo NaOH 0,1
mol L' por mais 24 horas realizando-se novamente o processo de lavagem até a
obtengao de pH proximo do valor 7. Apds este procedimento a resina foi distribuida
em colunas de extra¢do como observado na figura 11 b, sendo a mesma vertida em
fluxo lento com o auxilio de uma pipeta de vidro, de modo evitar possiveis espagos
entre as particulas, e consequentemente, perdas na retencdo das substancias
himicas ao longo do procedimento de extracao.

Ap6s a disposicao da resina na coluna, 150 mL de 4cido cloridrico
0,1 mol L' foi percolado através da mesma para acidificagio, otimizando o
processo de fixacdo das SHA na resina. A agua que contém as substancias humicas
aquaticas também foi acidificada a pH inferior a 2 utilizando-se solugao HCI 6 mol
L!. As substincias hiimicas aquéticas foram retidas na resina a medida que agua
percolava pela coluna de DAX-8 em fluxo lento. O sistema de extragao das SHA

pode ser observado na figura 11 ¢). A SHA retida na coluna foi entdo eluida com
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solucdo aquosa de NaOH 0,1 mol L' como observado na figura 11d (AIKEN, 1988;
apud ROCHA & ROSA, 2003).

Figura 11 — Estapas do processo de extracdo de SHA. a) Procedimento de purificagdo da
resina; b) distribui¢do da resina em colunas para extragdo das SHA; c) sistema de extracéo
de substancias himicas; d) Elui¢do das colunas de extragdo uti lizando-se hidroxido de
sodio 0,1 mol L''; e) Extrato de substincias humicas aquéticas obtido ao final do processo
de extragdo.

Fonte: Autoria propria.

A utilizagdo de um eluente apropriado conforme citado por Aiken
(1988 apud ROCHA & ROSA, 2003) esta diretamente relacionada ao pH. Em pH
baixo os 4cidos organicos sdo protonados levando a sor¢ao destes na resina. Com a
elevagdo do pH, os 4cidos organicos sdo ionizados e, consequentemente, favorecem
a dessor¢do. A medida que os extratos de substancias humicas aquéaticas foram

obtidos (Figura 11e) os mesmos foram acidificados a pH 6,2 utilizando-se solucao
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HC1 0,1 M, valor de pH referente a medida in situ, e por fim, acondicionados em
frasco de vidro ambar estocados em temperatura entre 4 ¢ 10 C até utilizagdo nos

ensaios.

4.2.3 Caracterizagdo das substancias himicas aquaticas

4.2.3.1. Analise elementar

Cerca de 50 mL de extrato foi submetido a procedimento de
secagem utilizando-se o processo de liofinlizagdo, um método brando que obtém
amostra na forma so6lida, conforme descrito por Aiken (1985 apud ROCHA &
ROSA, 2003). Parte da amostra seca foi encaminhada para determinacdo da
composicao elementar de carbono (C), hidrogénio (H), nitrogénio (N) e enxofre (S)
ao Departamento de Quimica da Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCAR)
campus Sao Carlos.

A determinagdo de Oxigénio (O) foi realizada por diferenca, em
relacdo aos outros elementos. Segundo Barros et al. (2007), o teor de cinzas pode
ser calculado utilizando-se o analisador termogravimétrico que mede a variagao de
massa em uma amostra em fun¢ao do tempo ou da temperatura, a matéria organica
do solo pode ser calculada a partir desta perda de massa. Desse modo determinou-
se o valor de teor de cinzas através de andlise termogravimétrica para calculo de

diferenca entre os elementos presente na matéria organica.

4.2.3.2 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)
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Amostras de SHA secas foram encaminhas para andlise de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de carbono 13 (RMNC13) equipamento de
marca Bruker, modelo AVANCE III, 9,4 Tesla equipado com sonda de 4 mm
CP/MAS para amostras sélidas, no Departamento de Quimica da UFSCar-Sao
Carlos, utilizando-se as condi¢des de banda espectral para polarizagdo cruzada de
20 kHz, pulso de preparagdo do préton de 3,8 us, tempo de contato de 1 ms, tempo

de aquisi¢ao de 12,8 ms e tempo de espera para relaxacao de 500 ms.

4.2.3.3 Metais presentes no extrato de SHA

Para obtengdo da concentragdo de metais nas SHA foi efetuado
procedimento de secagem do material em estufa a uma temperatura de 35 °C e
mantidas em dessecador. Pesou-se 0,100 g de material hiimico e em triplicata
realizou-se digestdo através de metodologia adaptada de US EPA (1996)
submetendo-se as amostras ao contato acidos cloridrico e nitrico concentrado e
posterior inser¢ao de peroxido de hidrogénio concentrado, a temperatura de até 100
°C com o auxilio de chapa de aquecimento. Posteriormente a digestdo, as amostras
foram avolumadas em baldo volumétrico e quantificadas em equipamento ICP-

OES.

4.2.3.4 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

Para andlise de composi¢do por Espectrofotometria por
infravermelho FTIR em equipamento Varian, o sal Brometo de Potassio (KBr) foi
seco em estufa por cerca de 1 h a uma temperatura de 110 °C e a amostra de SHA

foi submetida a uma temperatura de 38 °C por cerca de 40 minutos. Para a leitura
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da amostra procedeu-se com a mistura de 99,0 mg de KBr com 1,0 mg de SHA
pesados em balanga analitica. Apds homogeneizagao a mistura foi comprimida para
a formacdo da pastilha e, em seguida, levada ao equipamento para a obtengdo dos

espectros.
4.2.3.5 Fracionamento molecular

As substancias humicas aquaticas extraidas foram submetidas
fracionamento molecular por sistema de ultrafiltragdo (UF) utilizando-se tamanhos
especificos de membrana regenerada de celulose Millipore®, didmetro 76 mm com,
célula de UF, segundo descricdo Rocha & Rosa (2003). O sistema de ultrafiltracao
foi interligado através de tubos do tipo Tygon® contendo controlador de vazao e
acoplado a uma bomba peristaltica de oito canais, marca Gilson conforme figura

12.

Figura 12 — Ilustragdo do sistema ultrafiltracdo utilizado para fracionamento molecular.

Fonte: Autoria propria.

Para a limpeza do sistema utilizou-se cerca de 50 mL de agua
ultrapura permeando por todo o sistema. Em seguida, 50 mL de solugao HC1 0,001
mol L! seguida de 50 mL de agua ultrapura, 50 mL de solugdo NaOH 0,1 mol L"!

e novamente 50 mL de 4gua ultrapura. Ao final do procedimento descrito, retirou-
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se o maximo de residuo resultante da limpeza para inicio da ultrafiltragdo e 250 mL
de extrato de SHA com concentragdo de 1,62 g L', determinada através de
analisador de carbono organico, foi submetido a ultrafiltragdo utilizando-se
membrana com tamanho de poro de 100 kDa. Apos a ultrafiltracdo
(aproximadamente 12 horas), a célula de UF foi cuidadosamente aberta e o material
retido na membrana foi retirado utilizando-se 4gua ultrapura, sendo o mesmo
avolumado em baldo volumétrico de 25 mL para posterior quantificagdo do
conteudo de carbono presente na fragdo medida por Analisador de Carbono
Analytik Jena multi N/C 3100. O mesmo procedimento foi adotado utilizando-se as
membranas com porosidade de 30, 10 e 5 kDa, filtrando-se o contetido do material
em ordem decrescente de acordo com o tamanho dos poros das membranas citadas.
A figura 13 mostra um esquema de UF bem como as fracdes de SHA obtidas apds

procedimento de fracionamento descrito. Ao final, obtém-se 5 fragdes

Figura 13 — Modelo experimental de fracionamento das substancias humicas aquaticas por
sistema de ultrafiltracdo em fluxo tangencal para obten¢do de substancias SHA de
diferentes tamanhos moleculares. Fragoes obtidas apds procedimento de UF: F<5 = fracdo
menor q ue 5 kDa; 5<F<10= fragdo entre 5 e 10 kDa; 10<f<30= fragdo entre 10 e 30 kDa;
30<F<100= fragao entre 30 ¢ 100 kDa; F>100=fragdo maior que 100 kDa;

=

i

Fonte: Autoria propria.
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4.2.4 Solucdes de Arsénio, Cobalto e 17B-estradiol

A solugdo de 17B-estradiol, foi necessaria a utilizagio de um
solvente organico para diluicdo, neste caso o metanol. Assim, 10 mg de 17p-
estradiol, foi pesado em balanga analitica e diluido em 10 mL de metanol, obtendo-
se uma solugfo estoque de 1 g L',

Para o preparo de Solucdo padrao de cobalto (Co) utilizou-se o
sal cloreto de cobalto hexahidratado (CoCl;.6H>0), utilizando-se metodologia
segundo Morita (2002). Desta forma, dissolveu-se 65 g do sal ja citado em 100 mL
de 4gua contendo 25 mL de 4cido cloridrico concentrado. Para o preparo da solucao
padrdo de arsénio dissolveu-se 1 g de acido arsenoso em 25 mL de NaOH (20%),
neutralizando-se com H2SO4 diluido e em seguida adicionando-se H2SO4 a 1% (v/v)
até completar 1 L em baldo volumétrico obtendo-se Arsénio III (AsIII).

Realizou-se validagdo do método para arsénio pela técnica
analitica de Espectrometria de Absor¢do Atdmica por Forno de Grafite (GFAAS).
Os valores de limite de detec¢do e limite de quantificagdo (LQ) obtidos pelo
métodos para o elemento arsénio foram 1,43 e 4,76 pg L', respectivamente. Para o
cobalto, o mesmo procedimento foi realizado porém utilizando a técnica de
Espetrometria de Emissao Optica por Plasma indutivamente Acoplado (ICP-OES).
Os valores de de LD e LQ para o elemento cobalto foram, respectivamente, 4,56 ¢

1521 pg L.

4.2.5. Ensaios de Toxicidade com Ceriodahnia dubia

4.2.5.1.  Cultivo do organismo teste Ceriodaphnia dubia e elaboracdao de carta

controle
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O cultivo de organismo teste C. dubia foi realizado a partir da
aplicacdo de procedimentos metodoldgicos estabelecidos com base norma de
método de ensaio com Ceriodaphnia spp. ABNT (2010) no qual culturas massivas
desses individuos foram mantidas utilizando-se procedimentos de manutencao
através de renovacdo de agua de cultivo, controle de idade para realizacdo de
ensaios definitivos, alimentagdo ministrada diariamente bem como testes de
sensibilidade para garantia de reprodutibilidade dos ensaios. O quadro 3 apresenta
a descricao geral das condig¢des utilizadas no cultivo de Ceriodaphnia dubia. A fim
de assegurar as condig¢des de cultivo do organismo-teste durante a manutengao e
realizacdo dos ensaios, foram efetuadas adaptacdes no ambiente de cultivo,

conforme observado na figura 14.

Quadro 3 — Condi¢des de cultivo para C. dubia baseada em ABNT (2010)

Parametro de cultivo Condic¢ao de cultivo

pH 6,8 -8,0
Dureza da 4dgua de cultivo*® 40 a 48 mg CaCO;3 L!
Temperatura de 23 a27°C
Fotoperiodo 16 horas de luz e 8 horas de escuro
Solucdo de alga (Pseudokirchneriella
subcapitata): 1 a 5x10° células por
Alimentacao organismo diariamente.

Alimento composto** — 0,02 mL por
organismo a cada troca.

Numero de organismos por

o 50
aquario

Renovacao semanal de agua de )
cultivo

Descarte de organismos

a partir do 21° dia

(*) Dureza ajustada com a utiliza¢@o de sais de Sulfato de Calcio dihidratado, Bicarbonato

de sddio, Sulfato de magnésio heptahidratado e Nitrato de potéssio;
(**) Solugdo de ragdo de peixe digerida e fermento filtrado em filtro melita;
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Figura 14 — Adaptacdes realizadas em laboratdrio para o cultivo de C. dubia. a) incubadora
com fotoluminescéncia e temperatura controlada b) aquarios exclusivos para reconstitui¢ao
de 4agua com temperatura controlada e aerago c) caixa de iluminagdo para auxilio n a
manutengdo e contagem do organismo C. dubia.

Fonte: Autoria propria.

Segundo Zagatto e Bertoletti (2006), o controle de sensibilidade
do organismo-teste, utilizando-se faixas de concentragdo de uma substincia de
referéncia, proporciona maior precisdo e confiabilidade nos resultados dos ensaios
obtidos ao longo do tempo. O ensaio avalia a inibi¢do da capacidade reprodutiva e
se expressa através da CL50 (concentragdo letal média) através de uma série de
dados de CL50 obtidos pela sensibilidade. Deste modo, elaborou-se uma carta
controle para o organismo Ceriodaphnia dubia. Os ensaios de sensibilidade foram
realizados mensalmente seguindo os procedimentos que constam na norma referida
(ABNT, 2010). Assim, utilizou-se cinco solug¢des-teste em uma faixa de
concentragio entre 0,1 e 2,0 g L' de cloreto de sodio (NaCl), substincia de
referéncia selecionada. A figura 15 apresenta resumo esquematico do ensaio de

sensibilidade bem como condi¢des essenciais para a realizagdo do mesmo.
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Figura 15 - Esquema geral de Teste de Sensibilidade para C.dubia. Cinco concentragdes
(NaCl) mais um Controle em 10 replicatas sob condigdes de temperatura,
fotoluminescéncia e tempo do experimento.

OO /\ 16h  8h
A
@ ' ' @ @ NP o SN(]
. PVQ
- Agua
@ ' ' Ej @ | e | | (-8diay

- Alimento; °
10 REPLICATAS 23a27°C

D

Fonte: Autoria propria.

Conforme apresentado na figura 14, para cada concentragdo
foram utilizadas 10 replicatas inserindo-se 1 organismo com idade entre 6 a 24h,
denominado neonato. Estes individuos foram mantidos em incubadora nas mesmas
condi¢cdes descritas no quadro 3. O ensaio apresentou duracdo variada entre 7 e 8
dias, realizando-se alimentacdo diariamente e renovacao de 4agua a cada 2 dias

conforme exposto na tabela 2.

Tabela 2 — Rotina diaria de ensaio de sensibilidade para o organismo C. dubia

Tempo Montagem | 24h | 48h | 72h | 96h | 120h | 144h | 168h
Dia 0 1 2 3 4 5 6 7*
Alimento alga X X X X X X X X
Alimento
X X X
composto
Renovacao de
, . X X
agua de cultivo

* Desmontar teste caso 6 réplicas de controle apresentarem 16 neonatos, caso contrario
prorrogar o teste por mais um dia.
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Ao longo dos testes foram realizadas medidas de parametros
fisico-quimicos como dureza, condutividade elétrica, pH e oxigénio dissolvido com
o intuito de monitorar possiveis alteragdes e influéncia desses parametros no
resultado dos testes. Ao final de cada ensaio gerou-se o valor de concentragdo
correspondente a CL50 obtida através de anélise estatistica pelo software Trimmed

Spearman Karber® (TSK) program version 1.5.

4.2.5.2.  Ensaio controle de substancias humicas aquaticas e metanol

A fim de verificar possivel toxicidade das SHA extraidas
procedeu-se com a realizagdo de ensaios de toxicidade com solugdo preparada
contendo apenas 4gua de cultivo e 20 mg L' de SHA, concentragio encontrada em
aguas superficiais segundo Suffet & MaCarthy (1989; apud ROCHA & ROSA,
2003). Procedeu-se do mesmo modo com cada por¢do de substancias humicas
aquaticas obtidas apods fracionamento por sistema de ultrafiltragao.

Para os ensaio com E2, foram preparados além do controle j&, um
segundo controle contendo dgua de cultivo e concentragdes de metanol utilizadas
para a montagem das solugdes-teste. Isto se deve a utilizacdo do referido solvente
para a solubilizacdo do interferente endocrino, a fim de avaliar se possivel
interferéncia nos resultados dos ensaios com E2 devido a adicao do solvente em

questao.

4.2.5.3. Ensaios de toxicidade com extrato de SHA

Para os ensaios com C. dubia, cada solugdo-teste foi preparada

utilizando-se solugdo estoque obtida conforme se¢ao 4.2.4. e agua reconstituida a
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fim de obter o valor desejado de concentracdo a ser testada. Apos o preparo dequado
da solugdo-teste, foram distribuidos 20 mL da solu¢do em potes de plastico com
capacidade para 50 mL, num total de 10 replicatas para cada solucao testada. A
cada replicata inseriu-se alimento e, por fim, um individuo com idade entre 6 ¢ 24

horas (neonato).

Para cada contaminante utilizou-se dois valores de concentragcao
de solucdo teste, cada um na presenca e auséncia de substincias humicas (na
concentrag¢io de 20 mg L' de SHA). As concentragdes se arsénio, cobalto e 17—
estradiol utilizados nos ensaios e seus respectivos valores referenciados estido
dispostas na tabela 3, bem como os valores de dgua de cultivo, solu¢do padrdo e

SHA utilizados para obtencao de solucdes-teste (tabela 4).

Tabela 3 — Valores de concentragdo arsénio, cobalto € 17f -estradiol submetidos a ensaios
de toxicidade com Ceriodaphnia dubia.

Substancia Concentracio Referéncia
(Sigla) (ng L
10 CONAMA 357 (2005) - Limite de
Arsénio lancamentos em corpos d’agua
(As) 20 fator 2x baseado em CONAMA 357 (2005)
CONAMA 357 (2005) - Limite de
50 .
Cobalto langamentos em corpos d’agua
(Co)
100 fator 2x baseado em CONAMA 357 (2005)
17B-estradiol 0,03 Sodré et a]. (2007) — ocorréncia em aguas
(E2) superficiais
3 fator 100x baseado em Sodré et al. (2007)

Fonte: Autoria propria.
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Tabela 4 - Concentragdes utilizadas para obten¢ao de solugdes de As, Co e E2 para ensaios
com C. dubia

Soluc¢io Estoque Agua de SHA
Frasco cultivo

As Co  E2*  (mL) (ml)
Controle - - - 500 -
[As 10] 0,5 - - 499,5 -
[As 10+SHA] 0,5 - - 496,5 3
[As 20] 1,0 - - 499 -
[As 20 + SHA] 1,0 - - 496 3
[Co 50] - 1,6* - 498.,4 -
[Co 50 + SHA] - 1,6* - 495.4 3
[Co 100] - 3,1 - 496,9 -
[Co 100 + SHA] - 3,1 - 4939 3
[E2 30] - - 0,75%* 49925 -
[E3 30 +SHA] - - 0,75%* 496,25 3
[E2 3000] - - 0,075*%*% 499,925 -
[E2 3000 + SHA] - - 0,075*%* 496,925 3
[SHA] - - - 497 3

* Solugdo estoque preparada a partir de padrdo de inicial de Co, na concentragdo 16,1 mg
L. ** Solu¢do de E2 preparada a partir do padrio inicial, na concentragdo 1 g L1, #%#*

Solugdo estoque preparada a partir de padrdo de E2 2 mg L! Fonte: Autoria propria

A fim de assegurar maior reprodutibilidade dos resultados
procedeu-se com pelo menos uma repetigdo das condigdes de cada ensaio,
tomando-se R1 para o primeiro ensaio e R2 para a primeira repeticdo. Aos
resultados em que nao houve reprodutibilidade na primeira repeti¢ao efetuou-se
uma segunda repeticdo do ensaio. Durante os testes, foram monitorados os
parametros fisico-quimicos condutividade elétrica, dureza, pH e oxigénio
dissolvido, e bioldgicos de mortalidade e reprodugdo (este obtido com base no

numero de neonatos produzidos por partenogénese).
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Para cada ensaio, uma solucdo denominada controle, composta
por 4agua de cultivo reconstituida (sem a introducao de contaminante), foi preparada
a cada teste realizado. Aos ensaios realizados utilizou-se analise estatistica por
diferenca significativa entre os tratamentos observando-se o valor p obtido por
variancia de Kruskal-Wallis, software Biostat 5.0. Assim, cada tratamento foi
comparado ao controle do ensaio, sendo os resultados com valor p menor que 0,05
demonstrativo de diferenga significativa entre o controle e o tratamentos, indicando

efeito toxico.

42.54. Ensaio de toxicidade com fragdes de SHA

Procedeu-se com a realizagdo de ensaios utilizando-se as 5
fragdes obtidas através do fracionamento por ultrafiltragao (F1, F2, F3, F4 ¢ F5) nas
mesmas condi¢oes descritas no item anterior. A cada concentracdo dos
contaminantes, preparou-se uma solucdo controle, uma espécie de controle
contendo a concentracdo do analito em questdo e o analito junto a cada uma das

cinco fragdes, fracdes estas em uma concentragdo de COT equivalente a 20 mg L~
1

5.2.5.5 Ultrafiltragdo de solugdes-teste em membranas de 1 kDa

ApoOs a realizagdo dos ensaios de toxicidade, as solucdes-teste
(resultantes dos ensaios com extrato e fracdes) foram submetidas a procedimento
de ultrafiltracdo em membranas de 1 kDa (Millipore) para determinacdo dos metais
livres (ML) e metais complexados (MC), estes determinados pela diferenga entre o

metal total (MT) presente nas solucdes e ML obtido apds o procedimento de
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ultrafiltragdo. Para tanto, cerca de 100 mL da solucdo-teste foi armazenada em
frasco previamente descontaminado onde 10 mL foi acidificado 100 mL (HNO3
20%), para determinacdo de metal total presente na amostra e a outra parte foi
ultrafiltrado em sistema de UF para determinagao do metal livre. O As presente nas
amostras foi quantificado por GFAAS e outros metais (Al, Cd, Pb, Co, Cu, Cr, Sr,
Fe, Mg, Mn, Ni, K e Zn) foram quantificados em ICP-OES para obten¢ao dos
valores de complexacdo dos metais tanto ao longo do extrato, como em suas

fracoes.

4.2.6. Ensaios de Toxicidade com Pseudokirchneriella subcapitata

4.2.6.1.  Cultivo do organismo teste Pseudokirchneriella subcapitata e ensaio de

sensibilidade

O cultivo da microalga P. subcapitata foi realizado segundos
procedimentos descritos na norma ABNT (2011) para cultivo de algas Cloroficeas
com adaptacdes. Além dos ensaios estes organismos foi cultivado para alimentagao
das culturas de C. dubia. Assim, a maximiza¢do da cultura de microalga foi
realizada quinzenalmente a partir do estabelecimento da cultura de C. dubia por
meio de repiques, que consiste na inoculagdo da microalga em meio e ambiente
favoravel a multiplicacdo para obtencdo de um maores volumes dos organismos.
Para tanto, optou-se pela utilizacdo de meio de cultura liquido do tipo L.C. Oligo
(ABNT, 2011), preparado a partir de 7 solu¢des contendo nutrientes selecionados
para o desenvolvimento das algas. A composi¢do de cada solugdo bem como
volume utilizado para preparo de 1 litro de meio de cultura liquido estdo dispostos

na tabela 5.
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Tabela 5 — Composigdo das solu¢des necessarias para preparo de meio de cultura liquido.

Solucio .
Volume* Reagente Quantidade Preparo
| Dissolver e completar
(1.0) Ca(NO3),2. 4H>O 4000 para 100mL com agua
’ processada
) Dissolver e completar
(10 mL) KNOs3 10000 para 100mL com agua
’ processada
3 Dissolver e completar
(1,0 mL) MgSO4.7H20 3000 para 100mL com agua
’ processada
4 Dissolver e completar
KoHPO4 4000 para 100mL com agua
(1,0 mL) processada.
CuS04.5H,0 30
(NH4)6M07024.4H20 60
5 ZnS047H20 60 Dissolver e completar
(0.5 mL) CoCl2.6H20O 60 para 1000mL com agua
’ Mn(NO3)2.4H20 60 processada.
Ce¢HsO2 H,O 60
H3BO3 60
6 CsHsFeO7.5H20 1625 Dissolver e completar
(0,5 mL) FeCls.6H>0 625 para 1000mL com agua
’ FeSOs. TH20 625 processada.
7 Dissolver e completar
(1,0 mL) NaHCO3 15000 para 1000mL com agua
’ processada.

* Volume inserido para produgdo de 1 L de meio de cultura liquido.

Fonte: Adaptado de ABNT (2011).

Apo6s o preparo do meio oligo conforme a tabela 5, a solugao foi
mantida em mesa de agitacao por cerca de 2 horas a 175 rpm. O pH entre 6,0 e 8,0
foi ajustado utilizando-se 4acido cloridrico (HCI 0,1M) ou Hidréxido de sodio
(NaOH 0,1 M). Em seguida, efetuou-se autoclavagem do meio a uma temperatura
de 121 °C por 15 minutos e, apos resfriamento o repique para a maximixagao da
cultura foi realizado. O sistema para maximizag¢ao foi disposto em incubadora com
luz constante a temperatura entre 23 e 27 °C, por um periodo entre 4 e 7 dias, até

que o meio apresentasse coloracdo verde como observado na figura 16 a. Apds o
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procedimento de maximizacao a solu¢do de alga produzida foi cuidadosamente
distribuida em frascos de 80 mL (previamente esterilizados) e estocados em em
geladeira (figura 16 b por um periodo de até 2 meses, para posterior utilizacdo em
ensaios e/ou alimentacdo de C. dubia. Quando utilizado o organismo foi
previamene submetido a procedimento de contagem do ntimero células utilizando-
se microscopio invertido, Zeiss® Mod. Axiovert 40C/40CFL (figura 16 c) para
determinagdo da concentracao da solugao algal. Quando utilizado para alimentacao
de culturas de C. dubia, esta solu¢ao foi submetida a decantacdo natural e
ressuspendida com agua de cultivo. Para esta solucdo, as amostras de agua foram

armazenadas em geladeira por um prazo maximo de 7 dias.
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Figura 16 — Pseudokirchneriella subcapitata. a) Culturas de alga em fase de maximizacao;
b) Estoque de alga em geladeira para alimentacdo de Ceriodaphnia dubia; c) P. subcapitata

em microscopio invertido.
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Fonte: Autoria propria.

O organismo P. subcapitata foi submetido a ensaio de
sensibilidade segundo ABNT (2011). Este ensaio avalia a biomassa algal produzida

por meio de contagem de niimero de células. Para isso foram estabelecidas 5



64

concentragdes (0,4; 0,8; 1,6; 3,2; 6,4 g L) de NaCl adaptadas de Santos, Vicensotti
& Monteiro (2007).

Em erlenmeyers devidamente descontaminados e previamente
esterilizados foram inseridos 100 mL de solugdo teste preparada de acordo com a
concentragdo estabelecida e indculo de cultura axénica de concentragdo conhecida
de alga conforme tabela 6. A quantidade de inoculo foi calculada através da

Equacao 1.

Equagdao 1 — Formula para determinagao de volume de alga a ser inoculado na
solucao-teste.

Cl*Vf

' N

Onde:

Vi = volume do indculo (mL)

Vf = volume da solugdo-teste (mL)

Ci = concentragio inicial do recipiente-teste (células mL™')
N = nimero de células em suspensio (células mL™)

Tabela 6 — Volumes utilizados na montagem de solugdes-teste a partir de uma solucao
estoque 128 g L' de NaCl.

C tracio  Solucdo est
oncentragag — SOMEA0 eSIOQUE  niiliQ  Meio oligo  Inéculo

a soluca NaCl
L NeeD ) (mL) (mL) (mL)
Controle 0 6,00 94 0,1-1,0
0,4 0,31 5,69 94 0,1-1,0
0,8 0,63 5,37 94 0,1-1,0
1,6 1,25 4,75 94 0,1-1,0
3,2 2,50 3,50 94 0,1-1,0
6,4 5,00 1,00 94 0,1-1,0

Fonte: Autoria propria.

As amostras foram mantidas sob agitacdo e luz constante durante
72 horas e troca das posi¢des dos frascos dos testes a cada 24 horas. Apos o término
do ensaio, a solugdo-teste foi fixada com solugdo lugol e as células foram contadas

em camada de Sedgwick-Rafter (figura 17) com auxilio de microscépio bioldgico,
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conforme procedimentos estabelecidos pela CETESB (2012). A partir dos valores
de contagem foi obtida a CL 50 através de analise estatistica pelo software Trimmed

Spearman Karber® (TSK) program version 1.5.

Figura 17 - P. subcapitata em cadmada de contagem de numero de células Sedgwick-Rafter

Fonte: Autoria propria.

4233 Ensaios de toxicidade

Os ensaios com a microalga P. subcapitata foram efetuados
utilizando-se as mesmas concentragdes utilizada para C. dubia, 50 € 100 ug L' para
cobalto, 10 e 20 ug L para arsénio e 30 e 3000 ng L! para 17B-estradiol. Em
erlenmeyers devidamente descontaminados e previamente esterilizados foram
inseridos 100 mL de soluc¢do teste preparada de acordo com a concentracdo desejada
e indculo de cultura axénica de alga, conforme tabela 7. O in6culo entre 0,1 e 1,0
mL, foi calculado através da ja citada Equagdo 1. Para cada concentragdo bem como

controle o ensaio foi realizado em triplicata.
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Tabela 7 — Volume de solugdes-teste de As, Co e E2 a partir de uma solucao estoque de
concentracdo especifica.

Meio

Frasco Solucio Estoque Milli-Q SHA L.C. Inéculo
(mL) (mL) oligo (mL)

As Co E2 (mL)
Controle - - - 6,00 - 94 0,1-1,0
[As 10] 0,1 - - 5,9 - 94 0,1-1,0
[As 10+SHA] 0,1 - - 5,3 0,61 94 0,1-1,0
[As 20] 0,2 - - 5,8 - 94 0,1-1,0
[As 20 + SHA] 0,2 - - 5,2 0,61 94 0,1-1,0
[Co 50] - 0,31 - 5,7 - 94 0,1-1,0
[Co 50 + SHA] - 0,31 - 5,1 0,61 94  0,1-1,0
[Co 100] - 0,62 - 5,4 - 94  0,1-1,0
[Co 100 + SHA] - 0,62 - 4,8 0,61 94  0,1-1,0
[E2 30] - - 1,5 5,9 - 94  0,1-1,0
[E3 30 +SHA] - - 1,5 52 0,61 94  0,1-1,0
[E2 3000] - - 0,15 4,5 - 94  0,1-1,0
[E2 3000 + SHA] - - 0,15 3,9 0,61 94  0,1-1,0
[SHA] - - - 5,4 0,61 94  0,1-1,0

Fonte: Autoria propria.

As amostras foram mantidas sob agitagdao e luz constante em
incubdora Shaker com controle de agitacdao e temperatura durante 72 horas como
mostra a figura 18, procedendo-se com troca de posi¢des dos recipientes teste de

maneira aleatoria a cada 24 horas.
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Figura 18 — Ensaio de toxicidade com P. subcapitata

Fonte: Autoria propria.

Aos valores de contagem obtidos foi utilizada andlise estatistica
através do software Bioestat 5.0 verificando-se através de variancia de Kruskal-
Wallis diferenca significativa entre os tratamentos (valor p) para identificagdo de

toxicidade.

4.3 Descarte de residuos

Todos os residuos 4cidos gerados foram devidamente
neutralizados utilizando-se hidréxido de s6dio comercial. Os residuos contendo
metais em concentragdes acima dos limites maximos de langamentos determinados
por legislagdo vigente foram tratados junto a comissdo de residuos e o residuo
contendo componentes organicos foram devidamente acondicionados,
identificados e encaminhados a Comissao de Residuos da UNESP Sorocaba, a qual

¢ responsavel por destinagdo final de residuos gerados internamente a unidade.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 . Parametros fisico-quimicos das amostras de SHA
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Os valores referentes as medidas in-situ e off-site do Rio

Sorocabinha estdo dispostos na tabela 8.

Tabela 8 — Valores de pardmetros fisico-quimicos do cérrego Sorocabinha.

Parametros Valor
Condutividade elétrica (uS cm™) 141,00
DBOs (mg L'l) 0’54
OD (mg L) 1,91
pH 6,26
Temperatura (°C) 29,1
; Metal CONAMA
Metais dissolvido Metal total 357/2005
Al 1,26 3,3 0,1
As <LD <LD 0,01
Cd <LD <LD 0,001
Co <LD 0,033 0,05
Concentracdo Cr <LD 0,017 0,05
(mg L") Cu 0,018 0,033 0,009
Fe 1,25 22,43 0,3
Mn 0,15 0,61 0,1
Ni 0,03 0,09 0,025
Pb 0,036 23,00 0,01
Zn 0,040 0,135 0,9

Fonte: Autoria propria.
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Segundo a CETESB (2009), valores acima de 100 uS cm™ sdo
tratados como possiveis indicadores de ambientes impactados. De acordo com os
valores apresentados na Tabela 8 o Rio Sorocabinha mostra-se um corpo receptor
com potencial de impacto, justificado pela presenca de matéria organica em
quantidades perceptiveis que segundo Rocha & Rosa (2003) podem ser observadas
através da coloragdo escura caracteristica. O nivel de oxigénio dissolvido na adgua
também se mostra abaixo dos limites estabelecidos pelo CONAMA (2005) o qual
indica concentracdes acima de 5 mg L' como satisfatorias para oxigénio dissolvido.
Em relacdo a concentracdes de metais, observa-se valores acima dos limites
permitidos em legislagdo para os elementos aluminio, cromo, cobre, ferro,
mangangs e niquel. Segudo Rosa et al. (2007) a presenca de metais como manganés,
cobre, caddmio e niquel ¢ observada 4guas de mananciais ricos em hidrocolodides
humicos. Altas concentragdes de ferro e manganés acima dos maximos também
foram encontradas em estudos de adguas superficiais no Rio Itapanhat, conhecido

por apresentar consideraveis concentragdes de carbono organico na forma de

substancias humicas (RAMOS, 2010).

5.2 . Caracterizacao das substancias himicas aquaticas

5.2.1 Analise elementar

O grafico da curva obtida para a determinagdo do teor de cinzas
através da Andlise TGA-DTA-DSC simultaneo, TA instrument, Mod. Q-600
presente na amostra de substancias humicas esta disposto na Figura 19. Utilizando-
se a curva de perda de massa (%) foi possivel calcular o teor de cinzas da amostra.
Assim, a composi¢do elementar da amostra de substancias himicas aquaticas
extraidas bem como os valores de razoes atdbmicas de H/C, C/N, C/O e H/S estdo

dispostos na tabela 9.
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Figura 19 — Curva utilizada para determinagdo do teor de cinzas das amostras de
substancias humicas aquaticas.
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Fonte: Autoria propria.

Tabela 9 — Composicdo elementar da amostra de substancias humicas aquaticas do Rio
Sorocabinha e razdes atdomicas H/C, C/N, C/O, H/S do extrato de SHA comparando com a
literatura.

Localidade
Elemento Corrego Ribeira de Iguape Rio Itapanhau
Sorocabinha Abril 2005 Fevereiro 2004
Marco 2013
C (%) 4451 43,30 42,6
H (%) 4,51 3,80 4,20
N (%) <LD 1,90 1,40
O (%) 50,92 51,00 51,80
S (%) 0,05 <LD <LD
H/C 1,22 1,21 1.18
C/N - 26,50 35,50
C/O 1,17 1,10 1,10
H/O 0,02 -

Referéncia  Autoria propria Goveia et al. (2011) Goveia et al. (2011)
Fonte: Adaptado de Goveia ef al. (2011)

Os valores de C, H, N, O e S da SHA extraida do cérrego

Sorocabinha, mostraram-se semelhantes comparados aos encontrados em literatura
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tanto em relacdo as SHA coletadas em anos diferentes de uma mesma regido
(Ribeira de Iguape), como em relacdo a SHA retiradas de outros locais (Rio
Itapanhati) para mesma época do ano.

A andlise elementar de compostos organicos ¢ utilizada para
indicar aromaticidade e nivel de decomposi¢do do material organico (Rosa et al.,
2005). Os valores mais elevados de razao atomica C/N estdo associados ao grau de
humifica¢ao da matéria organica, sendo indicativo da origem das SH em ambientes
naturais (Stevenson, 1994). Araujo et al. (2002) determinaram a composi¢ao
elementar das fragdes humicas da regido de Iguape—SP, utilizando procedimento
semelhante ao realizado no presente trabalho. Os autores encontraram valores de
razao H/C indicativos de elevada aromaticidade sendo F1 e F5 as fragcdes mais
aromaticas. A razdo atomica C/N das fragdes apresentaram grande semelhanca
entre si, em relagdo ao grau de humificacdo exceto na por¢do F5 a qual indicou
menor grau de humificacdo em relagdo as demais, caracteristica associada a

presenca de compostos menos humificados como aminoacidos e proteinas.

5.2.2 Metais

A tabela 10 dispoe os valores de concentragdao de metais presentes

no extrato de SHA.

Tabela 10 — Valores de concentragdo de metais presentes na amostra de SHA extraida do
corrego Sorocabinha.

Concentracao de SHA seca

Amostra (mg kg'l)
Al 2.223,36
As 1,45
Metal Ca 120,47
Cd <LD
Co <LD

Cr <D
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Cu 3,98
Fe 3.272,95
Mg 182,16
Mn 8,80
Ni <LD
Pb 1,53
Sr <LD
Zn <LD

Fonte: Autoria propria. <LD = abaixo do limite de deteccéo

Concentragdes elevadas de aluminio, célcio, ferro e magnésio
foram detectadas, e concentracdes trago dos metais potencialmente toxicos arsénio,
cobre, manganés e chumbo. Ao comparar os metais presentes na agua superficial e
nas SHA extraidas observa-se a relagdo de presenca entre si. Ramos (2010)
observou a presenca de concentracdes elevadas de ferro e manganés em &aguas
superficiais associando a presenca destes elementos com a composi¢do das SH do
local de coleta. Assim, foi possivel observar que a presenca de metais na agua
susperficial esta diretamente relacionada a presenga dos metais encontrados nas
amostras de SHA extraida do mesmo local. Devido a presenca desses elementos na
amostra de SH estudada, ¢ importante considerar a questdo de toxicidade da matriz
SHA para os estudos ecotoxicoldgicos, devido a influéncia ou interagdo desses

componentes com 0s organismos utilizados nos ensaios.

5.2.3 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier

O espectro de infravermelho obtido por analise em FTIR da

amostra de SHA esté disposta na Figura 20.



Figura 20 — Espectro infravermelho de SHA em pastilha de KBr
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Fonte: Autoria propria.

500

O quadro 4 mostra possiveis bandas de absorcdo obsevadas nos

espectros da amostra de SHA na regido do infravermelho com base em Rocha &

Rosa (2003); Stevenson (1982).

Quadro 4 — Provavel composi¢do da amostra de SHA baseada nas bandas presentes no

espectro obtido por FTIR

Faixa de
Comprimento de
referéncia Descricao
onda (cm™)
(em™)
3693 Presenca de silicatos (Si0O2)
Estiramento de alcoois e/ou
3429 3500-3300 _
fenois
2928 2940-2900 estiramento C-H alifatico
Estiramento simétrico de COO-,
1585 1590-1517 N-H, deformagao + estiramento
C=N
Deformagao OH e estiramento
1400 1400-1390 de C-O por OH fendlico,
deformacao de C—H por grupos
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CH; e CH3, estiramento anti-
simétrico de COO-
1096 ¢ 1033 1080-1030 Presenca de alcoois
Fonte: Rocha & Rosa (2003); Stevenson (1982).

Sanches et al,. (2007) observou picos caracteristicos de SH em
suas amostras de SHA fracionadas com base no tamanho molecular, picos estes
semelhantes aos encontrados na amostras de SHA do corrego Sorocabinha. Os
autores encontraram na SH estudada estruturas como: estiramento de alcoois e/ou
fendis (3419 cm™), es- tiramentos anti-simétrico e simétrico de C-H dos grupos
alifaticos (3000 a 2900 cm™') bem como a deformacio §(OH) e/ou estiramento v(C-

0) de grupos fendis e estiramento anti-simétrico de COO- (1380 cm™).

5.2.4 Ressonancia magnética nuclear

A partir dos valores de integracao dos picos observados na figura
21, foi possivel identificar as estruturas da SHA extraida no corrego Sorocabinha

(Tabela 11).
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Figura 21 - Espectro de RMN do extrato de SHA originario do coérrego Sorocabinha-
Iguape/SP.
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Tabela 11 — Estruturas presentes no extrato de SHA extraido de aguas do corrego
Sorocabinha de acordo com os espectros analisados.

Integral do

Espectro Descricao intervalo do Porc:;til gem
espectro ’
0-50 Carbono ahfatlrco. sem substituicdo (alcanos, 022 25.29
acidos graxos)
50-60 N-alquil + Carbono metoxil 0,04 4,60
60-110 C-0 Alifatico 0,23 26,44
Alquil aromatico
110-150 Carbono aromatico substituido 0,18 20,69
150-160 Carbono fenoélico 0,04 4,60
160-190 Carbono de carboxila C-OOH 0,12 13,79
190-200 Cetonas de esteres ¢ amidas C=0 0,04 4,60

Fonte: Autoria propria.

Apesar da técnica de RMNI13C ndo identificar diretamente a
estrutura das substancias analisadas, ¢ capaz de fornecer informagdes sobre grupos
organicos presentes na molécula, o que permite uma melhor caracterizacdo das

substancias humicas (OLIVEIRA, 2007). Assim, de acordo com o espectro analisa
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foi possivel observar que SHA apresentou maiores teores de C-O alifatico (26,44

%), carbono alifatico sem substituicao (25,29 %) e carbono aromatico (20, 69%).

5.2.5 Fracionamento Molecular

A porcentagem de COD em cada uma das fragdes obtidas apds o

fracionamento molecular esté disposta na figura 22.

Figura 22 — Distribui¢ao do COD do extrato de SHA de acordo com o tamanho molecular.
F1: Fragao> 100 kDa; F2: 30<Fragdo<100 kDa; F3: 10 <Fracdo 30 kDa; F4: 5 <Fragao<10k
Da; F5: Fragao <5 kDa.
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Fonte: Autoria propria.

Observa-se grande por¢do de COD na porgao inferior a 5 kDa o
que representa um valor 20 vezes maior que a por¢ao de maior tamanho molecular
e 4 vezes maior comparada a fragdo contendo a segunda maior porcentagem de
carbono organico. Sargentini Jr. et al. (2001) em seus estudos observou a variedade
de tamanho molecular em amostras de substancias humicas e constatou que a fra¢ao
menor que 5 kDa representava a maior por¢do dentre as outras fracdes,
correspondente a quatro vezes mais que a fracdo de maior tamanho molecular

(maior que 100 kDa).
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Rocha & Rosa (2003) estudaram a ditribuicdo do carbono
organico dissolvido da mesma regido, porém em areas diferentes. Os resultados
mostraram baixos valores de COD na menor fracao (F5) e altas concentragdes na
maior fragdo. Santos ef al. (2011) também estudou a distribuicao das fragdes na
qual a fragcdo acima de 100 kDa obteve maior por¢ao em relacdo as outras fragdes.
O autor justifica esse tipo de comportamento por ter realizado experimentos com as
amostras utilizando processo diferenciado de extragao das SHA. Os resultados em
comparagao a literatura, mostram a varibilidade com que as substancias humicas se

encontram na natureza.

5.3 Ensaios de Toxicidade

5.3.1 Ensaios de toxicidade com Ceriodaphnia dubia

5.3.1.1 Carta controle

Aos resultados gerais dos ensaios de Sensibilidade realizados
com o organismo C. dubia (Apéndice A), calculou-se a CLso dos ensaios de
toxicidade utilizando-se 0 método Trimmed Spearman-Karber segundo Hamilton

(1977) dispostos na tabela 12.
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Tabela 12 — Valores de CL50 encontrados ao longo dos Ensaios de Sensibilidade com

Ceriodaphnia dubia
CL50 Limite inferior Limite superior
Data do teste @@L (g L) (@ L)
Abril de 2013 1,04 0,81 1,33
Maio de 2013 1,07 0,55 2,09
Julho de 2013 - - -
Agosto de 2013 - - -
Outubro de 2013 - - -
Dezembro de 2013 0,48 0,35 0,65
Janeiro de 2014 - - -
Fevereiro de 2014 1,27 1,16 1,39
Margo de 2014 0,79 0,65 0,96
Abril de 2014 0,67 0,58 0,78
Maio de 2014 1,23 1,10 1,38
Junho de 2014 - - -
Setembro de 2014 1,17 1,08 1,27
Dezembro de 2014 1,22 1,07 1,4
Aos valores de CLs, elaborou-se uma breve carta-

controle disposta na figura 23.

Figura 23 — Controle de sensibilidade das culturas de Ceriodaphnia dubia a substancia de
referéncia cloreto de sodio. Média acumulada (média das CL50 obtidas mensalmente) =
1,11 g L'; Limite superior (2 vezes o desvio do valor da média acumulada somado a

mesma) = 0,55 g L!
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A CLso média acumulada encontrada foi de 1,11 g L. Os valores
de CLs referentes aos meses de maio, agosto e outubro de 2013, ndo foram inclusos
na Carta Controle pois os dados referentes aos ensaios de sensibilidade nao
apresentaram requisitos suficientes para geracao do valor de CL50. Nesse periodo
realizou-se procedimentos de otimizacdo da cultura para garantir a
reprodutibilidade dos teste posteriores. Mendonga (2010) e Oliveira-Filho et al.
(2008) utilizaram cloreto de sddio como substancia de referéncia para geragao de
carta controle, obtendo um valor médio de CE; 48 h de 1,61 g L'! e um intervalo
entre 0,73 e 1,33 g L', respectivamente. Valores de CL50 equivalente 1,59 g L' e
CE50 de 0,65 g L foram obtidos Harmon et al. (2003), porém em condi¢des de
dureza mais altas, num intervalo entre 80 ¢ 100 mg L. Outros autores como
Martins (2008) e Georgetti (2010) obtiveam faixa de concentracdo de sensibilidade
para C. dubia semelhantes aos valores de concentragdo médios por volta de 1,92 g
L'el,6 gL', respectivamente. Assim, a semelhanca entre os valores de exposigdo
de sensibilidade obtidos para o organismo Ceriodaphnia dubia obtidos apresenta
maio grau de confiabilidade para os resultados obtidos no presente estudo. Além
disso, a utilizacdo de substancias menos nocivas em bioensaios de sensibilidade de
rotina pode ser uma alternativa mais segura para ambos o0s cientistas e do proprio
ambiente, o que, em Ultima instancia recebe esses efluentes de laboratdrio, de uma

forma ou de outra (Utz & Bohrer de 2001).

5.3.1.2 Ensaios de toxicidade com solucOes-teste

5.3.1.3 Substancias humicas aquaticas

Os dados dos ensaios estdo dispostos no Apéndice B e os resultados gerais

dos ensaios estdo dispostos na tabela 13.
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Tabela 13 — Mortalidade e Reproducao de ensaios de toxicidade com substancias hiimicas.

REPRODUCAO MORTALIDADE

AMOSTRA (neonatos/organismo) (%)
Controle
oo 12,6 20
SHA
. 16,7 10
SHA
- 17,3 10

Fonte: Autoria propria.

A resposta de variancia mostrou que a presen¢a de da matriz de
substancias hiimicas aquaticas na concentra¢d de 20 mg L! nfio gerou toxicidade
(p=0,325). Para as fragdes de substancias substiancias humicas, a partir dos dados
obtidos nos testes os resultados apresentados na tabela 14 estas também nao

apresentaram diferenga significativa entre o controle e as fragdes (p=0,2568).

Tabela 14 - Mortalidade e Reproducao obtido em ensaios de toxicidade das fracdes de
substancias humicas.

Amostras Reproducao Mortalidade
(neonatos/organismo) (%)
Controle 9,9 0
F5 8,7 20
F4 8,5 10
F3 6,0 10
F2 6,9 0
F1 8,6 10

Fonte: Autoria propria.

Tanto no que diz respeito a estrutura da MON como a presenca
de metais na SHA (conforme discutido no item 5.2.2) ndo gerou efeito toxico no
organismo em questdo. Deste modo, os valores de toxicidade a serem observados

ao longo dos ensaios estao associados a presen¢a do contaminante em questao, seja
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na interagdo com a MON, a matriz de cultivo dos organismos ou a acdo do

contaminante de maneira direta.

5.3.1.4 Cobalto

Os valores de toxicidade constam nos Apéndices (B e C). Com
base nos dados dos ensaios de toxicidade os valores de mortalidade e reprodugao

foram organizados na figura 24.

Figura 24 — Graficos contendo valores de a) reprodugdo e b) sobreviéncia na presenca e
auséncia SHA nas concentragdes 50 pg L' € 100 ug L' de Cobalto em ensaio de toxicidade
com C. dubia
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Fonte: Autoria propria.
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Elevada toxicidade em seu efeito agudo (mortalidade) para C.
dubia foi observado apenas em sua concentra¢do mais elevada, com mortalidade de
100%. Ao comparar a variancia entre os tratamentos obtidos na reprodugdo, através
do valor de p=0,05, observa-se diferenca significativa do controle em comparagao
a primeira contaminagio de Cobalto (50 ug L) sendo o valor de p=0,002 indicativo
de toxicidade. A toxicidade também ocorre em sua concentragao mais elevada (100
pg L) indicando toxicidade ndo apenas na reproducdo como também na
mortalidade.

De Schamphelaere et al. (2008) estabeleceu um intervalo entre 26
e 79 ug L! de Co para a toxicidade Lymnaea stagnalis. Apesar de se trata de
organismos diferentes, o nivel de toxicidade de cobalto foi semelhante a resposta e
a faixa de estudo. Marr et al. (1998) confirmaram doses toxicas de cobalto para
diferentes peixes estabelecendo valores entre 6,8 e 4500 mg de Co L'!. Diamond et
al. (1992) citou dados de toxicidade cronica para Daphnia magna ¢ Pimephales
promelas, 5,1 e 560 mg L', respectivamente. Ao realizar ensaios com C. dubia nas
mesmas condi¢des de ensaio utilizado neste trabalho, obteve um valor NOEC
(Concentracdo de Efeito Nao-Observado) menor que 50 ug L!, dados semelhantes
obtidos no presente trabalho. Na presen¢a de SHA foi possivel notar um aumento
na reproducdo. Os resultados identificaram diferengas na toxicidade do cobalto em
presenca e auséncia de SHA. Estes resultados comparados aos ensaios de
complexagdo obtidos mostram a relacao entre o aumento complexacao do cobalto
pela SHA e a reducdo de toxicidade para a C. dubia.

Os resultados dos ensaios entre as fragdes de substancias himicas

estdo dispostos nas figura 25 e 26.
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Figura 25 — Graficos contendo valores de a) reproducdo e b) sobreviéncia entre as fragdes
de substancias humicas na concentragdo de 50 ug L' de Cobalto em ensaio de toxicidade
com C. dubia
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Fonte: Autoria propria.

Apesar da ineficacia na redugdo de toxicidade na presencas da
SHA (p<0,05), houve diferenca no comportamento entre as fragdes, e a influéncia
do tamanho molecular das SHA na toxicidade diante do efeito efeito na reproducao

e mortalidade.
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Figura 26 — Graficos contendo valores de a) reproducao e b) sobrevivéncia entre as fragdes
de substancias hiimicas na concentragdo de 100 pg L' de Cobalto em ensaio de toxicidade
com C. dubia
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Fonte: Autoria propria.

Em relagdo a concentragdo maior de cobalto, os resultados
observados na figura 26 mostram que nao ha reducao de toxicidade inclusive na
presenca da SHA tanto no que diz respeito a mortalidade como em relagdo a
reprodugdo, nao sendo possivel avaliar a toxicidade nos diferentes tamanhos

moleculares nessa concentracao.
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5.3.1.5 Arsénio

Com base nos dados dos ensaios de toxicidade obtidos
(Apéndices D e E) , os valores de mortalidade e reproducdo para arsénio estdo

dispostos na figura 27.

Figura 27 — Grafico contendo valores de a) reproducgdo e b) sobreviéncia na presenga e
auséncia SHA nas concentragdes 10 ug L' e 20 ug L' de Arsénio em ensaio de toxicidade
com C. dubia.
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Fonte: Autoria propria.

Os ensaios de toxicidade com arsénio nao relataram efeito agudo
para ambas as concentragdes. No entanto, os valores de reproducdo das exposicdes

de arsénio mostraram um efeito cronico na concentracao 20 As sem tratamento
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utilizando SHA. Para a concentragdo de 20 pug L' o valor de p=0,0008 para
reproducdo mostra diferenca significativa para o tratamento indicando toxicidade
cronica. Em relacdo a reprodugdo, ambas as concentracdes de arsénio na presenga
de matéria organica tiveram aumento nos valores de reproducao. Ainda, na presenca
de SHA observa-se diferenca significativa em relagdo ao controle (p=0,0078)
porém causando estimulo a reprodu¢do como evidenciado na figura 28 b. Ensaios
realizados por Jones (2003) utilizando diferentes concentracdes de substancias
huimicas em diferentes concentracdes de arsénio demonstra uma redugdo na
toxicidade. Os valores de CL50 para o arsénio na agua doce sdo relatados em
literatura em uma faixa de concentracio entre 0,4 mg L' e 3 mg L' (Norwood et
al., 2007; Wang et al, 2011; Liber et al., 2011). Norwood et al. (2007) relatou em
seus estudos que o arsénio, em baixas concentragdes gerou um efeito denominado
hormesis, onde a substancia em questdo promoveu crescimento ou melhoria ao
entrar em contato com uma substancia toxica.

Com base nos dados dos ensaios de toxicidade os valores de
mortalidade e reproducdo para arsénio nas diferentes fracdes de SHA foram estdo
dispostos nas figuras 28 e 29. Os resultados mostram que a presenca da matéria
organica em diferentes tamanhos moleculares influencia na toxicidade do arsénio,
havendo auséncia de toxicidade nas fragdes de maiores tamanhos moleculares (F1
e F2), apresentando p=0,04 e p=0,12, respectivamente. Por outro lado, os valores
de p, F3=0,003, F4<0,0001, F5<0,0001, mostraram diferenca significativa em
relacdo ao controle, ocorrendo toxicidade nas fragdes de menor tamanho molecular.
Nagata et al. (1999) citado por Mcdonald et al. (2004), afirma que o tamanho fisico
das particulas, de carbono orginico ¢ um importante fator de influéncia da

reatividade biologica.
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Figura 28 — Grafico contendo valores de a) reproducao e b) sobrevivéncia entre as fragdes
de substancias himicas na concentragio de 10 pg L™ em ensaio de toxicidade com C. dubia
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Fonte: Autotia propria.
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Figura 29 — Grafico contendo valores de a) reproducao e b) sobrevivéncia entre as fragdes
de substancias humicas na concentragdo de 20 ug L' de Arsénio em ensaio de toxicidade

com C. dubia
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5.3.1.6 17B-estradiol (E2)

Com base nos dados dos ensaios de toxicidade (Apéndices E e F)

os valores de mortalidade e reproducao estdo dispostos na figura 30.

Figura 30 — Grafico contendo valores de a) reprodu¢@o e b) sobreviéncia na presenca e

auséncia SHA nas concentragdes 30 ng L' e 3000 ng L' de 17B-estraiol em ensaio de
toxicidade com C. dubia
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Fonte: Autoria propria.

Os resultados da andlise estatistica mostram que a a menor
concentragcdo de E2 na presenca e auséncia das SHA, respectivamente, p=0,7335;

p=0,5254 e p=0,1161; p=0,3983 ndo indicam ou potencializam a toxicidade. O
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mesmo ocorre para os valores de p para a concentracdes 100 vezes maiores que as
encontradas por Sodré et al. (2007) de 3000 ng L' e 3000 ng L' e SHA foram,
respectivamenete, p=0,3267; p=0,5086 ¢ p=0,2559; p=0,1784.

5.3.1.7 Ultrafiltra¢ao de solu¢des e membrana 1kDa

Extrato de SHA

Utilizando-se valores de concentragdo determinados antes e apos
o processo de ultrafiltracdo em membrana de 1kDa, foi possivel calcular a taxa de
complexagdo bem como comparar os valores obtido conforme observado na tabela

15.

Tabela 15 - Valores de concentracao de arsénio e cobalto antes nas formas total e livre.

Concentracio
Metal total Metal livre Complexacio
Amostra desejada (ng L) (ng L) %)
ng L ng L- °
(ng L

Controle 0 - - -

50 52,13 2,97 94,30
Cobalto

100 103,9 4,44 95,73

10 9,72 9,64 0,82
Arsénio

20 20,41 20,15 1,27

Fonte: Autoria propria.

Os resultados mostraram alta taxa de complexacao de cobalto em
ambas as concentragdes evidenciada pela baixa concentragdo de metais livres apos
o procedimento de ultrafiltragdo. O valores de complexacao de 78,37% e 78,13%
para 50 e 100 pg L', respectivamente, indicam a influencia das substancias humicas

na disponibilidade deste metal. Kim et al. (2005), realizou estudos de interagdes
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entre dcidos humicos e cobalto e obteve uma taxa de complexagdo de 94,1%,
utilizando concentragdes de SHA de 1 g L'! em pH 8. A concentragdo do 4cido
humico teve influéncia sobre a remogao eficiente de cobalto com o aumento na
concentracao de acido humico.

Os resultados dos experimentos de arsénio mostram baixos
valores de complexagdo de arsénio na presenca de substincias humicas, 0,82% e
1,27 % para as solugdes de 10 e 20 pg L', respectivamente. Weng et al. (2005)
relataram dados de remocgao As por eletro-ultrafiltragdo em presenca e auséncia das
substancias humicas em condigdes especificas (pH = 6,0, a concentragdo de
substancias humicas de 4 mg L' e a concentragdo de arsénio 20 pg L
identificando baixa interacdo entre arsénio ¢ substincias humicas mesmo
adicionando tensdo elétrica. As interagdes foram maiores apds o ajuste para pH 10
e a tensdo de 25 volts, com o aumento de 14% e 76%, para os respectivos valores.
Oliveira (2014) realizou estudo das interagdes de espécies de As com SH presentes
em turfas e SHA. Os ensaios mostraram a auséncia de interacdo entre a espécie
metalica e a matéria organica.

Comparando-se os resultados de complexagdo e de toxicidade,
nao observa-se uma reducdo da toxicidade associada a complexacao SHA e arsénio.
Houve um aumento na reprodugdo de C. dubia com a adicdo de SHA, mas os
resultados de complexag@o para o arsénio foram inferioriores a 2%. Zhang et al.
(2014) relatou alguns mecanismos de toxicidade entre arsénico, em concentracdes
ambientalmente relevantes, € as SH, em estudo com a alga Navicula sp. O autor
destaca que a toxicidade de arsenito com Navicula sp. ndo poderia ser explicada
apenas considerando processo de complexacdo. Em seus estudos, os dados
apontaram que o acido himico formaram uma espécie de revestimento na superficie
da célula na prevencao de transporte do arsénio e interiornalizagdo pelo organismo,
causando prejuizo para a adsorcdo de arsénio, porém auxiliando na redugdo da

toxicidade.
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Fracoes de SHA

Os valores de metais complexados nas fracdes de SHA na

concentracdo de 50 ug L', estdo dispostos na figura 31.

Figura 31 — Variacdo da concentragdo de metais antes e apds o procedimento de
ultrafiltragdo em membrana de 1 kDa em solugdes de Cobalto 50 pug L. Metal (T) = metal
total; Metal (L) = metal livre. Para os macronutrientes Al, Fe, K e Mg utilizou-se o eixo
direito. Ao demais, o eixo esquerdo.
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Fonte: Autoria propria.

Através dos valores de metal total e metal livre foi possivel
observar que houve maior complexacao do cobalto nas fragdes de menor tamanho

molecular F4 e F5. Apesar da ndo redugdo de toxicidade nessas fracdes, os valores
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brutos de neonatos produzidos utilizando essas fragdes foram maiores, comparada
as de maiores tamanhos moleculares. Assim, € possivel observar uma relagao entre
a complexacao do metal a toxicidade e a fragao de SHA.

A retencao dos ions de cobalto em diferentes concentr¢des nao
acompanhada da redu¢do do efeito toxico pode estar relacionada a constante de
troca descritos por Rocha & Rosa (2003). O valor da constante de troca (kt) ¢
inversamente proporcional a estabilidade do complexo entre cobalto e SHA. Aos
valores determinados por Rocha & Rosa (2003) para o metal cobalto, observou-se
variacOes das constantes nas diferentes fragoes: ktF4>>ktF1>ktF2>tkF3. O valor
elevado de kt para F4 comparado as outras fragdes, mostra a baixa estabilidade do
complexo Co-SHA. Segundo Pinheiro et al. (1999), os metais resultantes da
dissociagao de complexos transferidos a solucdo sdo potencialmente mais
disponviveis, e consequentemente mais toxicos.

Assim, a baixa estabilidade dos complexos ocasiona a dissociagao
e aumento da toxicidade do ion metélico. A alta capacidade de complexagao dos
cations de Fe e Al também podem ser justficadas pelo mesmo principio. Complexos
de Fe-SHA e Al-SHA sao considerados estaveis ¢ menos dependentes em relacao
ao tamanho molecular devido aos baixos valores de kt ao longo das fracdes (Rosa
& Rocha, 2003). Os valores de metais complexados nas fracdes de SHA na

concentragdo de 10 ug L' de As estdo dispostos na Figura 32.
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Figura 32 — Variacdo da concentragdo de metais antes e apds o procedimento de
ultrafiltragdo em membrana de 1 kDa em solugdes de Arsénio 10 ug L. Metal (T) = metal
total; Metal (L) = metal livre. Para os macronutrientes Al, Fe, K e Mg utilizou-se o eixo
direito. Ao demais, o eixo esquerdo.
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Fonte: Autoria propria.

De acordo com os dados obtidos, observa-se a baixa retencao de
arsénio pelas SHA ao longo de todas as fragdes. Os resultados se mostram
semelhantes aos valores de retencao de metais obtidos utilizando-se o extrado de
SHA. Concentragdes de Al na F1, foram observadas em valores mais elevados em
relagdo as outras fragdes, mostrando-se estaveis em relacdo ao complexos
formados. Os valores de metais complexados nas fragdes de SHA na concentragao
de 20 pg L' de As estdo dispostos na Figura 33. Ao confrontar os valores de
complexagdo com os relacionados a reproducdo, nao foi possivel relacionar a
complexacdo de As com base no tamanho molecular e/ou reproducdo pois a

concentragdo de 10 ug L! ndo gera efeito toxico ao organismo.
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Figura 33 — Variacdo da concentragdo de metais antes e apds o procedimento de
ultrafiltragdo em membrana de 1 kDa em solugdes de Arsénio 20 ug L. Metal (T) = metal
total; Metal (L) = metal livre. Para os macronutrientes Al, Fe, K e Mg utilizou-se o eixo
direito. Ao demais, o eixo esquerdo.
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Fonte: Autoria propria.

Os valores de retencdo de As na presenca de SHA foram baixos,
mostrando 0 mesmo comportamento para a complexacdo ao longo do extrato.
Observou-se a presenga de algumas substancias como ferro, potdssio e magnésio
em diferentes concentragdes ao longo das fracdes dos ensaios de arsénio e cobalto.
A variagdo na concentracao de alguns metais pode ser justificada pelo fato dos
ensaios terem sido realizados em épocas diferentes, sendo a fonte de 4gua de cultivo
variada. Durante o periodo de realizacdo dos ensaios, foram adicionados sais KNO3
e MgHSO4 de acordo com o valor inicial de dureza da fonte, um procedimento
padrao de ajuste de dureza de 4gua (ABNT, 2010). A presenca de concentragdes de
Fe apenas nos ensaios com cobalto pode estar relacionada as épocas iniciais de
utilizagdo de dgua de abastecimento publico para realizacdo de reconstituicdo da

agua para agua de cultivo dos mesmos organismos.



96

5.3.2 Ensaios de Toxicidade com Pseudokirchneriella subcapitata

5.3.2.1 Ensaio de sensibilidade

A seguir estao dispostos na Tabela 16 os dados do teste de

sensibilidade realizado com o organismo P. subcapitata.

Tabela 16 — Dados gerais do ensaio de Sensibilidade com o organismo P. subcapitata.

Concentracao de . .
¢ Biomassa produzida

(1;1(_:11) (células)

Controle 3,12 x107
[0,4] 4,51 x107
[0,8] 2,14 x107
[1,6] -
[3.2] 9,50 x10°
[6,4] -

Fonte: Autoria propria.

5.3.2.2 Ensaio de toxicidade

Os resultados do ensaio de toxicidade com o organismo P. subcapitata estao

dispostos na tabela 17 e mais detalhadamento no Apéndice G.
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Tabela 17 - Resultados do Teste de Toxicidade com o organismo P. subcapitata.

Média da concentracgio

Soluc¢ao
(105 cel. mL")

Controle 5,25
SHA 2,13
Cobalto 50 pg L™! 4,40
Cobalto 50 pg L'! SHA 6,97
Cobalto 100 pg L™ 7,12
Cobalto 100 ug L' SHA 4,87
Arsénio 10 ug L™ 8,28
Arsénio 10 ug L' SHA 4,40
Arsénio 20 ug L 8,30
Arsénio 20 ug L' SHA 2,75
17B-estradiol 30 ng L! 6,43
17B-estradiol 30 ng L' SHA 3,45
17B-estradiol 3000 ng L! 7,08
17B-estradiol 3000 ng L' SHA 3,88

Fonte: Autoria propria.

O ensaio mostrou que a presenca da substancias himicas em todas
as contaminagdes inibiu o crescimento em relacdo as amostras contendo apenas os
seus respectivos contaminantes, exceto na concentr¢io de 50 ug L! de cobalto. Para
todas as substincias, o aumento na concentracao foi acompanhado de um aumento
na concentra¢ao de células, ndo mostrando toxicidade em relacao ao controle. Glaus
et al. (2000) afirma que, para ions metalicos, a estabilidade dos complexos de acidos
himicos sdo maiores em relagdo aos acidos fulvicos. Wang et al. (2012) ao realizar
estudos da resposta de Selenastrum capricornutum e Chlorella sp. sobre os IE
etinil-estradiol e E2, observou que tanto o crescimento como o tamanho das células
de ambas as microalgas ndo foram afetados pela presenca dos estrogénios.

O fato de amostras de aguas conterem uma grande parcela de
acidos fulvicos pode explicar o comportamento observado nos ensaios. Koukal et
al. (2003) obteve comportamento semelhante usando formas de matéria organica

diferentes (4cidos humicos e acidos fulvicos) ao realizar estudos utilizando-se P.
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subcapitata. A esperada reducgdo de toxicidade de metais na presenca de SH ndo foi
observada quando realizados ensaios com substidncias hiimicas provenientes de
rios. Os autores pontuaram alguns fatores relacionados a tal comportamento como,
a fraca adsor¢ao da SHA na superficie das algas devido a caracteristicas estruturais
relacionadas a alta densidade de grupos funcionais alifaticos. Segundo Campbell et
al., (1997) e Knauer & Buffle (2001) a matéria organica pode influenciar na
biodisponibilidade dos organismos através da complexacao e, no caso das algas,
podem adsorver na superficie do organismo atuando no bloqueio das vias
superficiais por onde os ions toxicos poderiam ser incorporados pelas algas.

Com base na caracterizagio por RMNC!, as SHA extraida do
corrrego Sorocabinha apresentou cerca 26 % de ligagdes de carbono alifatico o que
permite relacionar a fraca adsorcdo da SHA pelas algas proposta por Koukal et al.,
(2003). A adsor¢ao de acidos fulvicos na superficie das algas também estd
relacionada ao valor de pH (Parent et al. 1996; Vigneault et al., 2000). Ensaios
realizados por Campbell et al. (1997) utilizando fitoplancton e acidos fulvicos em
concentracdes de 20 mg L', mostraram que em meio 4acido a adsorcdo é alta, porém
em pH proximos de 7, condicao dos experimentos utilizando-se R. subacapitata, a

adsorcao ¢ reduzida.
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6 CONCLUSAO

Aos ensaios utilizando-se o organismo C. dubia:

a) a influéncia das substancias humicas aquaticas em contato com
o metal arsénio na reducao a toxicidade através da analise estatistica aumentou a
reproducio;

b) as diferentes fragdes de SHA na toxicidade do arsénio
apresentaram um comportamento diferente entre si, reduzindo a toxicidade em
fragdes de tamanhos moleculares maiores, na seguinte ordem decrescente de
toxicidade: F1=F2<F3<F4=FS5;

c¢) em relacdo ao cobalto apesar da ndo reducdo de toxicidade
observou-se a influéncia do tamanho molecular das SHA na toxicidade do cobalto
entre as fragdes, levando em conta efeitos na reproducdo e mortalidade do
organismo, onde a fragdo de SHA com maior tamanho molecular levaram a uma
letalidade de quase 100% na menor concentragdo, sendo a ordem de toxicidade, na
ordem decrescemnte de: F5=F4<F3<F2<F1.

d) relacionar a complexacdo das SHA tanto na sua forma comum
como em suas fragdes aos efeitos de toxicidade observados, conduzindo a uma
melhor compreensdo da interagdo entre uma matriz complexa como a SHA e seus
efeitos no ambiente aquatico.

Os ensaios utilizando-se P. subcapitata:

a) mostraram que a presenca das SHA mesmo que isoladamente,
causam uma inibi¢do no crescimento do organismo em quase todas as

concentragdes das trés substancias estudadas, relacionada a composicao e ligagdes
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presentes no extrato de SHA interacdes entre a superficie da alga e a matéria
organica.

Assim, os ensaios de toxicidade aliados aos estudos quimicos
revelam que a substancias himicas apresentaram comportamento diferente tanto no
que diz respeito ao organismo testado como a qual substancia esta interagindo,
podendo atuar tanto como minimizadores ou como potencializadores dos efeitos

toxicos em diferentes organismos.
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Apéndice A — Resultados dos Testes de Sensibilidade utilzando-se

C. dubia
Abril de 2013
Tratamento Mortalidade Média | Cond. elétrica (uS oD Dureza (mg de
(%) pH cm) (mgL™) CaCOs3 L)
Controle 0 7,1+£0,0 - - 44,0+5
0,1 10 7,1+0,1 - - 33,042
0,2 20 7,2+0,2 - - 28,0+1
0,4 0 7,1+0,1 - - 26,0+0
0,8 20 7,1+£0,0 - - 27,0+0
1,6 90 7,0+0,0 - - 29,0+0
Maio de 2013
Tratamento Mortalidade Média Condutividade oD Dureza (mg de
(%) pH elétrica (uS ecm™) | (mgL™) CaCOs3 L)
Controle 20 7,0£0,0 - - 36+0
0,3 40 6,5+0,3 - - 32+1
0,45 30 6,8+0,2 - - 31+1
0,67 20 7,0+0,0 - - 30+3
1 60 7,0+0,0 - - 31+3
1,5 70 6,9+0,1 - - 2942
Julho de 2013
Tratamento Mortalidade Média Condutividade oD Dureza (mg de
(%) pH elétrica (uS ecm™) | (mgL™) CaCOs3 L)
Controle 10 8,2+0,4 - - 47+1
0,3 20 8,1+0,2 - - 49+1
0,45 10 8,1+0,3 - - 48+2
0,67 40 8,2+0,3 - - 48+2
1 40 8,1+0,4 - - 49+3
1,5 40 7,9+0,2 - - 4742
Agosto de 2013
Tratamento Mortalidade Média Condutividade oD Dureza (mg de
(%) pH elétrica (uS ecm™) | (mgL™) CaCOs3 L)
Controle 0 8,0+0,1 - - -
0,3 10 8,0+0,2 - - -
0,45 0 7,9+0,2 - - -
0,67 20 7,8+0,2 - - -
1 30 7,8+0,1 - - -
1,5 30 7,8+0,1 - - -
Outubro de 2013
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Tratamento Mortalidade Média Condutividade oD Dureza (mg de
(%) pH elétrica (uS em™) | (mgL™) CaCOs; LY
Controle 10 8,2+0,3 166,5+15,1 - 461
0,3 60 8,24+0,3 871,1+66,6 - 47+0
0,45 80 8,2+0,3 1.085,4+13,2 - 4742
0,67 90 8,1+0,3 1.539,7+50,8 - 47+0
1 90 8,0+0,3 2.174,3£115,4 - 47+1
1,5 90 8,1+0,3 3.471+£308,2 - 45+1
Dezembro de 2013
Tratamento Mortalidade Média Condutividade oD Dureza (mg de
(%) pH elétrica (uS em™) | (mgL™) CaCOs3 L)
Controle 0 8,4+0,3 160,0+14,1 - 4545
0,3 20 8,1+0,2 735,6+25,1 - 4441
0,45 50 7,4£1,6 1.018,3+£29,7 - 4441
0,67 70 8,2+0,3 1.440+42 - 4410
1 80 8,1+0,1 2.195,6£195,7 - 43+1
1,5 100 8,1+0,2 3.017,1£214,7 - 43+1
Fevereiro de 2014
Tratamento Mortalidade Média Condutividade oD Dureza (mg de
(%) pH elétrica (uS ecm™) | (mgL™) CaCOs3 L)
Controle 0 7,9+0,2 164,9+4,9 3,6+0,5 46+2
0,3 10 7,8+0,1 770,8+50,5 3,74£0,5 4542
0,45 10 7,6£0,0 955,9+33,2 5,2+1,1 4441
0,67 10 7,6+0,2 1.398,8+7,3 5,4+0,9 4441
1 0 7,7£0,2 2.035,7+38.,2 5,5+0,4 42+1
1,5 80 7,7£0,0 3.201,5+578,7 5,1+0,5 39+3
Margo de 2014
Tratamento Mortalidade Média Condutividade oD Dureza (mg de
(%) pH elétrica (uS ecm™) | (mgL™) CaCOs3 L)
Controle 0 8,1+0,1 211,7+57,2 8,620,0 4842
0,3 0 8,1+0,0 819+53.,9 8,6+0,0 45+4
0,45 10 8,0+0,1 1.086,6+£98,7 8,3£0,0 4744
0,67 50 8,0+0,0 1.542,3+132,9 8,3+0,0 46+4
1 50 7,9+0,1 2.542,0+485,5 8,6=0,0 46+5
1,5 100 7,7£0,1 3.440,0£91,0 8,2+0,0 4442
Abril de 2014
Tratamento Mortalidade Média Condutividade oD Dureza (mg de
(%) pH elétrica (uS em™) | (mgL™) CaCO:; LY
Controle 0 8,2+0,0 156,4+42 4 - 47+4
0,3 0 7,9+0,1 801,4+30,9 - 4744
0,45 10 7,9+0,1 1.028,4+39,6 - 48+5
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0,67 40 7,7+0,1 1.434,5+£91,3 - 4744
1 100 7,8+0,1 1.841+0,0 - 48+5
1,5 100 7,5+0,0 3.671+0,0 - 48+5
Maio de 2014
Tratamento Mortalidade Média Condutividade oD Dureza (mg de
(%) pH elétrica (uS em) | (mgL™) CaCO:; LY
Controle 0 8,2+0,1 206,4+6,3 7,2+0,0 461
0,3 20 7,9+0,0 867,5+5,6 8,1+0,0 4542
0,45 30 7,6+0,2 1.091,8+7,5 8,4+0,0 41+1
0,67 20 7,9+0,1 1.524,84+32,6 8,7+0,0 4441
1 0 7,9+0,0 2.259,0+42,0 8,5+0,0 4540
1,5 80 7,9+0,0 2.179,0£50,0 8,2+0,0 441
Junho de 2014
Tratamento Mortalidade Média Condutividade oD Dureza (mg de
(%) pH elétrica us em) (mgL") CaCO; LY
Controle 0 7,7+0,2 164,9+29.8 6,1+0,7 4542
0,3 0 7,7+0,3 882,1+57,1 5,24+0,8 441
0,45 40 7,6+£0,3 1.131,9+184,6 5,8+1,1 441
0,67 7,6£0,4 1.456,9+34,7 8,7£2.9 44+1
1 7,5+0,4 2.124,7+105,5 6,5+0,3 43+1
1,5 40 7,5+0,3 2.888,0+658,0 7,942,3 42+2
Setembro de 2014
Tratamento Mortalidade Média Condutividade oD Dureza (mg de
(%) pH elétrica (uS em™) | (mgL™") CaCO; L)
Controle 10 8,1+0,1 235,44+24 8,8+2,8 54+2
0,3 10 8,1+0,1 860,1+25,3 9,3+2,1 4942
0,45 20 8,0+0,1 1.185,5+£103,5 9,0+2,5 48+1
0,67 0 8,0+0,1 1.608,7+36,9 8,7£2.9 48+1
1 20 7,9+0,1 2.263,7+57,8 8,8+2,5 46+2
1,5 100 8,0+0,0 3.414+0,0 4,4+0,0 47+0
Dezembro de 2014
Tratamento Mortalidade Média Condutividade oD Dureza (mg de
(%) pH elétrica (uS em’) | (mgL™) CaCO; LY
Controle 10 8,3+0,1 194,4+101 - 46+1
0,3 10 8,1+0,1 758+49,0 - 4542
0,45 20 8,1+0,2 1.042,0+93,1 - 462
0,67 0 8,1£0,2 1.496,6+175,3 - 4542
1 30 8,0+0,1 1.951,9431 4 - 4442
1,5 80 8,1+0,3 3.136+515,0 - 4443
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Apédice B— Dados dos Ensaios de Toxicidade — Cobalto 50 ¢ 100 ugL' e SHA .

Réplicas

C"‘l‘g"'e 1217 (20 17 |14 |15 |18 | 16 | 12| 11 7,86 194,81 7,38 44
Cobalto

sopgL- R1 | O 6 213 1120550 X x | 7,81 188,30 6,32 45
Comprole 19 121 |14 1315 1916 | 20| 16| 11 7,98 155,06 6,26 44
CobaltoSMeL™ | s 12 |6 |o|a|5|1]|7|2]3 x x| |77 158,67 5,12 43
Controle 1o 0 1171915 121623 | 9 |15 x x 7,93 177,52 8,20 44
Cobalto S0pgL-

VSHARL | 7 |1t|11| 8 |13 |11| 1 10|21 |24 x 7,95 177,36 7,20 47
ControleR2 | 125 | 9 |8 1|5 6 9|9 11 8,21 178,30 5,42 47
Cobalto S0pgL-

TSHARE | 0|2 |10ft1|6 ]9 o129 6 |x x 7,77 188,60 5,70 47
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Controle 9o (2114713151914 20 16 11 7,98 156,31 6,26 44
R1
Cobalto ololo|lo[o|o[o0]o0]o0]2 7,66 166,72 5,63 43
100pgL"
R1
Controle 14 11,1010/ 15 9 [ 14|16 11| 14 7,83 195,12 46
R2
Cobalto 1|1]o]t1]o2[t[o]o0]oO 7,68 194,57 46
100pgL!
R2
Controle 137 1195 8|67 13|10 8,28 184,96 46
RI
Cobalto 6 3 0,02 5 32 3 0 8,09 223,60 47

100pgL!
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Apédice C — Dados dos Ensaios de Toxicidade — Cobalto 50 e 100 pgL! e fracdes de SHA

Parimetros REPRODUCAO (neonatos) MORTALIDADE Condutividade  OP Dureza
pH (mscm-l) (mgL- (mg
) CaCOsL")

Amostra 1234 5, 6 7|89 ]10/ 12|34/ 5/6/7|8|910
CONTROLE | 8 [ 8 | O | 4 |10, 0 (11| 0 (10| 7 8,00 135,72 5,59 39
100 pgL! 3,0(0/0}0,0,0, 0,00 X X | X x| x|x| x | 798 191,47 8,22 49
F5<5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 x|x|x|x|x|x|x|x /x| x|774 214,37 5,49 43
5<F4<10 o0 0 0[O0 0 0|0 0|0 |x|x|x|x|x X X X|X| X |766 161,59 5,43 41
10<F3<30 0 12,00 /,0,0|0 00 |x|x|x|x|x|x|x|x| x| x 761 158,78 5,69 38
30<F2<100 0o, 0/0, 0,00, 0|00 0 |x|x x/ x x| x|x|X X X|779 164,08 5,48 41
F1>100 oo, 0/ 0000|000 |x|x|x|x|x|X|X|X|X| X767 159,71 5,52 40
CONTROLE | 12 | 14 | 17|13 |16 | 14 |16 15| 5 | 13 8,16 178,30 5,45 50
100 pgL! 1 r, o, 1,021 ]0]00 x|x/ x|x x|x|x|x|x|x|768 194,57 - 46
F5<5 o 0 0 0[O0 ,0 0 000 |x x|x/x x|x x/ x|x x 79 270,70 6,35 50
5<F4<10 0,00 0000|000 /|x X | X x|x|x|x| x |796 178,99 6,75 52
10<F3<30 1,00 001,000/ 0 X | X |x|x|X X | X 7,90 172,60 7,10 48
30<F2<100 oo, 0/ 0000|000 |x|x|x|x|x|x x| x|x|x 8,00 180,26 - -
F1>100 0O 0/0 0 ,0/|0 0|00 0 |x|x x/ x x| x|xX|X X X|790 175,66 7,10 48



Apéndice D — Dados dos Ensaios de Toxicidade — Arsénio 10 e 20 ugL™! e SHA

AMOSTRA

Réplica

Controle
R1
Arsénio
10pgL' R1
Controle
R2
Arsénio
10pgL' R2
Controle
R1
Arsénio
10pgL! SHA
R1
Controle
R1

Arsénio
20pgL! R1
Controle R2
Arsénio
20pgL! R2
Controle R1
Arsénio
20pgL!
SHA R1

12

14

14

15

14

10

14
12

13

11

10

13

11

11

11
10

13
17

REPRODUCAO (neonatos)

10

11

10

11

10

10

10

10
16

10

13

12

10

10

10

16

15

13

10

14

15

15

10

11

11

11

10

12

14

13

10

16

14

14
10

10
11

16

13

13

16

16
11

11

11

11

11

18

13

11

10

11
11

18
14

10

11

14

13

14

14

14
10

14

1

MORTALIDADE

2 3 4,5 6 7 8 9

10

pH

8,21

7,78
7,83
7,75

8,12

7,96

7,83

7,87

7,83
7,80

8,34
7,91

Condutividade
(uSem™)

178,30

172,15
199,33
152,33

191,66

202,20

195,12

167,70

195,12
199,78

191,66
200,42

oD
(mgL™")

5,42

5,86

7,96

8,22

7,96
8,63

119

Dureza (mg
CaCOsLY)

47

45
46
46

47

47

46

43

46
46

47
49
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ANEXO E — Dados dos Ensaios de Toxicidade — Arsénio 10 e 20 ugL! e fragdes de SHA.

Réplicas

Controle |12 9 (10 11 13| 9 | 14| 9 |14 | 10 8,08 184,80 6,27 45
As10pgL! | 0 8 |16 10 9 14 10|11 8 |14 x 7,89 200,48 6,16 48
F<5 9 | 12114 |12, 7 7 12,5 11 7,92 313,63 6,32 45
5<F<10 8 |13, 8 0 13 9 |0 12 X 7,89 197,89 6,25 47
10<F<30 |11 |13 |8 11, 9 (16 12,0 0 | 14 x | x 7,85 195,16 6,18 48
30<F<100 |11 12 14 10 8 9 0 0 9 |12 x| x 7,85 203,22 6,13 46
F>100 1414 14|13 |10|12 | 8 | 8 |12 14 7,79 204,63 6,39 45
Controle 12 9 10 11 13| 9 14| 9 |14 10 8,08
As20pugl”' | 14 |21 120 16|21 |19 16 | 20 | 18 | 19 X 7,89

F<§ 0  0/[130 0 8 0 16 0 0 X 7,92

5<F<10 |12 |10|5 |7 |9 13,7 10 8 11 X X 7,89

10<F<30 | 12| 5|0 10 10 13 0 13 12 12 7,85
30<F<100 | 9 1313 14 10 10 12|10 15 13 7,85

F>100 13|14f1215]15]|15[15]15]| 12|17 7,79
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ANEXO F - Dados dos Ensaios de Toxicidade — 17B-estradiol 30 e 3000 ngL"! e SHA.

Réplica | 1 |23 45 6 7 8 9101234567 8910

C"‘l‘{tl"’le 1208 12,7 8|68 10 909 7.85 188,45 5,38 47
CME‘I*‘“"' 8|6 |13/10/12/12|6|12|12]14[x]|x x 7,90 198,46 6,32 46
E2 3lg‘l‘gL'1 8§ 1|9 14 13116 111013 X 8,03 166,61 6,89 42
Comprole 112 9 (1011|139 14| 9 |14]10 8,08 184,80 6,12 45
CMetanol g 16 1310 1212 6 1212 14| x | x X 7,90 198,46 6,32 46
E2300L™ | 15| 7 {11 12|17 |18 | 12| 10|13 | 10 7,83 189,76 8,23 47
CMeanol g 16 1310 1212 6 1212 14 x| x x 7,90 198.46 6,32 46
Eg;g“ﬁ‘;'l o (118 |9o|of1|13]|11|1]|13 x 786 20936 6,32 46
Comprole 1129 (1011|139 14| 9 |14 10 8,08 | 18480 6.12 45
CMetanol | g |6 13|10 12[12] 6 |12|12|14|x|x X 7,90 198,46 6,32 46
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E230nel™ 115 12 13 6 (1013 1014 12| 14 7,80 198,46 8,38 4
Controle 12| 8 |12 7|8 |6 |8 10[9]09 7,85 188,45 5,38 47
¢ Mlgtla“"l 8 6|13/ 1012 126 121214 7.90 198,46 6,32 46
E230nel 111 10| 8 | 7 16| 8 |6 |10 7 |10 783 180,63 6,50 43
Comprole 15 11211 9|6 13101310 8 8,11 179.34 743 43
& Metanol 1 8 |6 |13|10[12]12|6 |12]12]14 7,90 198,46 6,32 46
E23000ngl-1 ¢ 13 s |6 0|32 2|36 791 191,38 8.45 43
1R2
Controle 12| 8 |12 7|8 |68 10[9]09 7,85 188,45 5,38 47
CMetanol | g 16 1310 1212 6 1212 14 790 | 19846 6,32 46
p23nele 1 7 L9 |8 {101 1|7 1|17 780 | 213,94 G.LL 43
Comprole 15 11211 9|6 13101310 8 8,11 179.34 743 43
CMetanol | g |6 13|10 12[12] 6 |12]12]14 7.90 198,46 62 46
E23000ngl- 1 190 2 |0 6|8 5|7 8|03 7,90 224,35 8,72 44

1 R2




ANEXO G - Dados do Ensaio de Toxicidade utilizando-se P. subcapitata de Cobalto, Arsénio e 17-estrdaiol junto as SHA.

AMOSTRA

Controle

SHA

Cobalto 50

Cobalto 50 + SHA

Cobalto 100

Cobalto 100 + SHA

Réplica

W = W = W N = W= W = W N -

11
13
12

12

14
23

10
20
10
13
13

Contagem (N° de células)

12
13
11

14
13

I

—
—

A~ B~

23
10
14
23
11
11
11

12
11
19
11
18
14
14

10

11

13
12
20

15
15
11
3

Média
contagem
(N° de
células)
9,90
11,90
9,70
4,90
3,60
11,00
6,80
8,60
9,60
22,00
10,20
13,20
15,10
14,40
13,00
11,30
4,90

Fator de
Diluicao

Concentragao
(cél mL™)

495000
595000
485000
245000
180000
550000
340000
430000
480000
1100000
510000
660000
755000
720000
650000
565000
245000

123

Média da

concentracao

(10° cél mLY)

5,25

2,13

4,40

6,97

7,12

4,87
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1 12197 (1413169 191415 12,80 50 640000

Arsénio 10 2 21120139 | 8 |13 /16 18|24 | 9 15,10 50 755000 8,28
3 21123130(20|19]2027 192217 21,80 50 1090000
1 6 | 10|10 11 14 8,80 50 440000

Arsénio 10 +SHA 2 6 19410 1217 (7 7,00 50 350000 4,40
3 7 1112 12| 8 [ 12| 11|12 | 12 10,60 50 530000
1 141514151216 |14 12| 7 |16 13,50 50 675000

Arsénio 20 2 25125 |45(24 221747 32|24 34 29,50 50 1475000 8,30
3 57 (117 15111313 8 |14 6,80 50 340000
1 9 11,8 8 3 7 |5|6|5]|6 6,80 50 340000

Arsénio 20 + SHA 2 3 316,99 53 6 7 4,40 50 220000 2,75
3 3 2,5 7 4 41,193 4 5,30 50 265000
1 6 |7|8]6 43 51515 5,30 50 265000

17B-estradiol 30 2 16 | 15120 (39| 11 |27 |31 26|27 30 24,20 50 1210000 6,43
3 8 (9|3 |79 10 9 11 12|13 9,10 50 455000
1 14,59 5 710117 5|13 8,60 50 430000

17B-estradiol 30 + SHA 2 105 |7 (118 8 13,6 14 5 8,70 50 435000 3,45
3 3 (412 (1|4 5,3 3|7 3,40 50 170000
1 4 1453110 313146 4,80 200 960000

17B-estradiol 3000 2 516|497 /10 9/|8/|9]38 7,50 50 375000 7,08
3 918|755 8 15|12|3 |7 7,90 100 790000
1 6 |10 7 5 7 11 11| 7 |14| 14 9,20 50 460000

17B-estradiol 3000 + SHA 2 6 |76 8 8 7 4 6 | 6 6,50 50 325000 3,88
3 11 5|1 715 10 10 7,60 50 380000




