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RESUMO

A presenca de compostos aromaticos no ambiente deve ser objeto de monitoramento, devido ao alto poder carcinogé-
nico e & capacidade de modificar a expressao de genes, desencadeando a formacéo das proteinas, cuja indugdo pode ser de-
terminada por técnica especifica para hidrocarbonetos poliaromaticos (HPA's), Bifenis Policlorados (PCB’s) e Dioxinas Or-
ganocloradas. Este artigo avalia a biodisponibilidade de compostos aromaticos em um reservatorio (acude) receptor de dguas
pluviais de &reas industriais do Pdlo Petroquimico de Camagari (Bahia). Os testes tm base nas respostas bioldgicas em tila-
pias, Oreochromis niloticus, expostas a amostras de agua e sedimento. A analise baseou-se na indugcéo enzimatica envolven-
do a oxidacdo de xenobidticos que vem tendo grande sucesso como biomarcadores de exposi¢do a HPAs e outros poluentes
oriundos de atividades industriais. A utilizacdo desta técnica é associada ao aumento de atividade enzimatica nos hepatoci-
tos dos organismos, indicando o primeiro sinal para avaliar a indug&o e presenca/auséncia dos compostos aromaticos no
ambiente. Os resultados dos testes indicaram que os peixes submetidos as amostras da area de estudo foram expostos a com-
postos aromaticos, por apresentarem um aumento enzimatico significativo nos hepatdcitos. Entretanto, esta contaminagéo
pode ser definida como significativamente moderada, provavelmente devido a menor biodisponibilidade dos contaminantes
presentes. O estudo desenvolvido permitiu o conhecimento e teste de uma nova tecnologia, auxiliando a preservacdo ambien-
tal e dos recursos hidricos da regido.
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INTRODUCAO efluente) que se estabelecerdo os niveis de toxicida-
de aceitaveis para langamento do efluente (CE-
TESB, 1990a; 1990b) em corpos receptores.

Os ecossistemas aquaticos, de uma forma Condigdes ambientais deletérias podem ser
geral, se constituem em grandes receptaculos de aumentadas pelo crescimento industrial. Particu-
efluentes, varidveis quanto a sua constituicdo e em larmente, os ecossistemas aquaticos tém sido os
quantidade e origem. A toxicidade de efluentes maiores prejudicados pelos impactos causados pelo
liquidos pode ser ocasionada por substincias orga- ndmero crescente de descargas de compostos qui-
nicas ou inorganicas, utilizadas nos processos produ- micos estranhos a um organismo ou sistema biologi-
tivos e auxiliares, nos diversos segmentos das ativi- co (i.e. xenobidticos). A exposi¢do de organismos a
dades antrépicas. Para a avaliacdo dos efeitos destes €sses compostos, promove uma interagdo entre sis-
contaminantes sobre a biota, alguns aspectos devem temas quimicos e biologicos, que pode causar dis-
ser considerados, tais como biodisponibilidade e tarbios e/ou respostas adaptativas (Bainy et al.,
interacdo das varias substancias (sinergismos e anta- 1996; Mendiondo et al., , 2002). Entretanto, as con-
gonismos), que podem determinar a ocorréncia e centracdes necessarias para causar efeitos letais e
alterar a intensidade de um efeito téxico, seja de subletais nos organismos variam de acordo com o
efluentes tratados ou ndo. Outro aspecto a ser con- ambiente receptor, devido a grande variabilidade
siderado é a vazdo de lancamento do efluente, em quimica no ecossistema aquatico (Crapez, 2001).
relacdo & do corpo receptor, pois é a partir desta Poluicdo e degradacdo de qualidade de agua
relacido (Carga ToOxica = Vazdo x Toxicidade do restringem a utilizacdo deste recurso (Paiva e Paiva,
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2002). A caracterizagdo dos recursos hidricos deve se
dar com relagdo a sua quantidade e a sua qualidade,
estando essas caracteristicas intimamente relaciona-
das (Azevedo et al., 2003). A busca de ferramentas
que visem andlises quali-quantitativas de contami-
nantes em ecossistemas aquaticos, tornou-se um
desafio continuo para cientistas ambientais (CE-
TESB, 1990a). A Resolugdo 357/2005 do CONAMA
passou a ser referéncia, em termos legislativos, ado-
tando a exigéncia do estudo de toxicidade dos eflu-
entes antes destes serem langados ao corpo hidrico.

Tendo em vista a complexidade causada pe-
la interacdo dos agentes quimicos, os efeitos bioldgi-
cos dos efluentes ndo podem ser caracterizados sim-
plesmente por andlises quimicas tradicionais. Anali-
ses fisico-quimicas permitem a identificagdo e quan-
tificacdo de poluentes, mas ndo determinam sua
toxicidade. O uso integrado de anélises fisicas, qui-
micas e ecotoxicoldgicas € uma estratégia mais efici-
ente para avaliar o risco ambiental (Bertoletti 1990;
Costan et al., 1993) e, consequentemente, prevenir
danos.

Através de bioensaios, utilizando exemplares
da biota local, se pode atuar de forma proativa, além
de reativa, em relacdo a possiveis impactos causados
por xenobibticos no ecossistema receptor (Santana
et al., 2002). O uso de biomarcadores e de outros
ensaios ecotoxicoldgicos apresentam um grande
potencial no sentido de predizer danos ecoldgicos e
riscos a saude, sendo utilizados como ferramentas de
avaliacdo de impacto ambiental e de biomonitora-
mento por serem considerados instrumentos pre-
ventivos em programas de controle de qualidade da
agua.

Este artigo avalia a biodisponibilidade de
compostos aromaticos em um reservatorio (agude)
receptor de &guas de areas industriais do Pélo Pe-
troquimico de Camagari (Bahia). A investigacdo
visou detectar a biodisponibilidade de compostos
aromaticos, utilizando novas metodologias para
elucidar como os estressores sdo capazes de modifi-
car a expressdo de genes, desencadeando a forma-
cdo das proteinas, cuja inducdo foi determinada
pela técnica especifica para HPAs, PCB’s e Dioxinas
Organocloradas. Esse estudo possibilitou o conhe-
cimento e teste de uma nova tecnologia voltada a
preservacdo ambiental e dos recursos hidricos da
regido.

O USO DE BIOMARCADORES

Os biomarcadores sdo definidos como alte-
racdes bioldgicas de aviso, que expressam a exposi-

cdo e podem expressar os efeitos tdxicos dos polu-
entes presentes no ambiente (Lam & Wu, 1999;
Bainy, 2001). Caracteristicas como predicdo (early
warning — antecipacdo), sensibilidade, especificida-
de e baixo custo, fazem dos biomarcadores uma
ferramenta Util em programas de monitoramento
ambiental.

O uso do citocromo P-450 como biomarca-
dor de exposicao e efeito, apresenta vantagens sobre
outros biomarcadores por ser especifico para indicar
preventivamente locais poluidos por hidrocarbone-
tos aromaticos e PCBs. Como a indugdo deste siste-
ma enzimatico envolve reagdes defensivas iniciais do
organismo em resposta a estes estressores, possibilita
acdes preventivas contra efeitos mais profundos que
poderiam se manifestar, em Gltima instancia, como
alteracbes em populaces, comunidades ou mesmo
em todo o ecossistema. A mesma técnica pode ser
usada para obtencdo de respostas organicas, como
indicadoras em estudos de recuperacgédo de areas ja
degradadas.

Os citocromos P450 (CYP) constituem uma
grande familia de hemoproteinas, encontradas nas
membranas do reticulo endoplasmatico dos hepato-
citos e de outras células corporais (Ehlers-Marcussen
& Barra, 1997; Bistolas et al., 2005), responsaveis
pela biotransformacdo de compostos orgéanicos,
promovendo a catalise da monooxigenagdo de uma
diversidade de substratos hidrofébicos (Nebert,
2000; Bainy et al., 2001; Axarli et al., 2005; Siroka et
al., 2005).

Em peixes o CYP1A é o principal compo-
nente da fase | de biotransformacédo de xenobioti-
cos, induzido por contaminantes organicos, tais
como hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(HPAs). A atividade de etoxiresorufina-O-desetilase
(EROD) é catalisada principalmente por CYP1A em
figado de diversas espécies, sobretudo em peixes. A
expressao da atividade EROD ¢ a metodologia mais
empregada para determinacao da atividade cataliti-
ca do CYP1A, embora seja uma medida indireta da
expressdo da proteina, que vem sendo comumente
utilizada como primeiro sinal para se avaliar sua
inducdo, devido a sua elevada sensibilidade e especi-
ficidade & exposicdo (Huevel al., 1995; Sleiderink et
al., 1995; Adams et al, 1996; Burgeot et al., 1996;
Pedroza et al., 2002; Rees et al, 2005).

MATERIAL E METODOS
Area de estudo

A éarea de estudo compreende um corpo re-
ceptor de efluentes e drenagem pluvial de &reas
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industriais, localizada no Pélo Petroquimico de Ca-
macari. Este complexo industrial situa-se entre os
municipios de Camacari e Dias D~ Avila, na regido
metropolitana de Salvador, a cerca de 56 km desta
capital, sendo integrado por diversas indUstrias do
ramo petroleiro que iniciaram sua operacdo na dé-
cada de 70 e que vém aumentando a sua producéo.

Efluentes ndo orgéanicos sdo lancados sem
nenhum tratamento e contaminantes toxicos podem
estar presentes no acude. Apesar da presenca de
placas informativas de proibicdo de uso para fins de
pesca, 0 agude é utilizado para este fim por pessoas
de baixa renda, podendo acarretar sérios danos a
sallde da populacdo pela ingestdo de organismos
contaminados. O primeiro aspecto a ser considera-
do quando sdo avaliados os efeitos induzidos por
contaminantes quimicos presentes na biota (respos-
tas bioldgicas) é que, em ambientes naturais, o or-
ganismo pode estar exposto a uma miriade ou mis-
tura de diferentes contaminantes ao mesmo tempo
(efeitos sinérgicos) (Rand et al., 1994).

Amostragem

Os organismos utilizados nos ensaios (Tila-
pia do Nilo — Oreochromis niloticus) foram fornecidos
pelo Departamento Nacional de Obras contra as
Secas (DNOCS), onde foram criados sob condi¢bes
controladas, livres de contaminacdo. As coletas de
agua e sedimento do local de estudo foram realiza-
das em 6 campanhas, 3 delas no periodo de seca e 3
em periodo chuvoso.

Figura 1 — Localizacdo do agude de retencéo de efluentes
e pontos de amostragem

Os pontos de amostragem foram definidos
em funcao da localizacdo e importancia dos mesmos
para analise, com base nas contribui¢cdes dos efluen-
tes das empresas. Foram definidos oito pontos amos-
trais indicados como P1 a P8, sendo: P1 — Borda
oeste do acude; P2 - Borda leste do Acude; P3 —
Parte mais profunda do Acude; P4 — Interior do
Acude (préximo a chegada das ruas Hidrogénio) e
P5 — Interior da Bacia do Cobre. Os pontos P6 —
Canal da Bacia do Cobre; P7 — Canal de Reverséo do
Acude | e P8 — Canal Final. Nos pontos P1 a P5 fo-
ram coletadas amostras liquidas (Garrafa Van Dorn)
e sedimento (Draga de Pettersen). Nos pontos P6 a
P8 foram coletadas somente amostras liquidas, por
se tratar de um canal. As amostras coletadas foram
levadas ao LABIOMAR, onde o trabalho experimen-
tal foi realizado obedecendo a protocolos do labora-
tério (CETESB, 1990a; CETESB,1990b; Nascimento,
2000; Nascimento, 2002).

Exposicdo dos organismos

As amostras foram testadas em aquarios com
capacidade de 10L, distribuidas em 5 réplicas por
ponto. Para os testes com &gua superficial foram
utilizados 4L de amostraZaquério e para o0s testes
com sedimento usados 300g da amostraZaquério nos
quais foi adicionada agua de dilui¢do, perfazendo
um volume total de 4L no aquario. Em cada aquério
foi colocado um (01) peixe (juvenil de tilapia), o
qual foi exposto por vinte e quatro (24) horas sob
condi¢Bes ambientais adequadas, incluindo aeragéo.

Antes e no final dos testes foram determi-
nados parametros fisico-quimicos como temperatu-
ra, pH, salinidade e oxigénio dissolvido, através de
aparelho multiparametro; nitrato, amonia e dureza
da agua, pela técnica descrita no Standard Methods
(1995); além da determinacéo de carbono organico
por calcinagdo e da granulometria. Os valores medi-
dos foram comparados com os limites estabelecidos
pela Resolugdo CONAMA n@ 357/05 para classifica-
¢do de uso da dgua.

De acordo com a resolugio CONAMA n@
34472004, que rege as diretrizes de dragagem de
sedimentos, foi feita a comparacdo pelo nivel 1 “li-
miar abaixo do qual se prevé baixa probabilidade de
efeitos adversos a biota” para identificar pontos que
apresentem algum risco.

Determinacdo da fracéo citos6lica
Apos a exposicao, todos os peixes foram sa-

crificados, mensurados e pesados. O figado de cada
animal foi extraido, pesado, divido em 4 partes. Para
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a realizacdo dos testes, %2 do figado foi lavado com

KCI 0,15 M para remocao dos residuos de sangue; e

em seguida mergulhado em nitrogénio liquido (pa-

ra rapido congelamento) e armazenado em freezer -

80°C para uso posterior. Figados de 5 peixes, prove-
nientes de cada ponto amostral (P1 a P5), foram

homogeneizados com solucdo tampdo de fosfato

com inibidor de protease, em uma proporcdo de 2

mL da solucgéo para cada 0,5 g de tecido, usando-se

um homogeneizador mecanico. Homogenados he-

paticos foram aliquotados em 3 microtubos de 2 mL,

destinados a quantificacdo da atividade EROD e

determinagédo de proteinas totais, segundo metodo-

logia de Bradford (1976), com adaptacBes para mi-

croplaca (Parente et al., 2004). O material reservado

para EROD foi subseqientemente centrifugado a

9000g por 30 min a 4°C, para obtencdo da fracgdo
citosolica (S9) e armazenados em freezer -80°C para
posterior quantificagdo da atividade enzimatica.

Analise enzimética

A atividade enzimética da Etoxiresorufina-
O-deetilase (EROD), foi determinada na fracdo
hepética S9 através de ensaio descrito por Burker et
al. (1985), modificado posteriormente por Pohl &
Fouts (1980) e Klotz et al, (1984), com adaptacgdes
para utilizacdo do KIT CYP1Al EROD ACTIVITY
(IKZUS, Itélia). Nesta reacdo, o substrato (etoxire-
sorufina) é hidrolizado a formacéao do produto fluo-
rescente e estavel (resorufina). A cinética enzimatica
pode ser seguida de 10 a 20 minutos com o uso de
fluorimetro. Concentra¢fes do substrato otimizado
exogeno B-NADPH, juntamente com o uso de um
tampao especifico contendo inibidores de Diaforase
e outras enzimas consumidoras de NADPH, permi-
tem um bom desempenho da atividade da CYP1A1l
EROD mesmo com baixas quantidades de homoge-
nizado cru ou sobrenadante, obtido por centrifuga-
¢cdo a 9000g (fragdo pos-mitocondrial). Este proce-
dimento é bastante rapido como também confiavel e
de facil reprodutibilidade. A quantidade de resoru-
fina formada foi mensurada, em triplicata a 30°C
(Imber et al., 1995).

As dosagens foram realizadas em cubetas de
quartzo, utilizando o espectrofluorimetro (Spectro-
fluorcephotometer-Shimadzu RF-5000), com excita-
¢cdo de 550 nm, emissdo de 582 nm e abertura da
fenda 5 nm, no laboratério de Toxicologia Ambien-
tal da Escola Nacional de Saude Publica - FIO-
CRUZ/RJ. A reacdo foi iniciada pela transferéncia
1,850 mL da solucdo C (tampéo de reacdo) e 3 pL
de etoxiresorufina (Solugdo E) para a cubeta de
quartzo e ap6s 3 min pela adi¢éo de 50 pL (ou 100

pL a depender da quantidade de proteinas totais
obtidas) na fragdo S9. Ap6s 2 min, adicionou-se 10
pL de 3-NADPH, e a florescéncia (RFU- relative
fluorescence unit) foi medida por um periodo total
de 1,5 min, gerando um gréfico linear, através do
qual foi obtido o ARFU (variacdo de intensidade de
fluorescéncia). A quantidade de resorufina formada
foi calculada através da equacdo da reta obtida na
curva padrao de resorufina. A atividade da EROD foi
calculada pela divisdo da quantidade de resorufina
formada (pmols) pela quantidade de proteinas to-
tais presentes na reacdo (pmols/mg de ptn), e pelo
tempo de reacdo (pmols/mg proteinas/min) e,
expressa em picomoles por minuto e por miligramas
de proteinas da fragao S9.

Exposi¢do de compostos aromaticos

O Ascarel, tecnicamente chamado de Alo-
cloro 124, é um 6leo resultante da mistura de hidro-
carbonetos, derivados de petroleo, utilizado como
isolante em equipamentos elétricos, sobretudo
transformadores. Seu uso foi proibido, no Brasil em
1981, por apresentar risco ambiental avaliado com
base em sua periculosidade em funcéo da exposi¢do
(USEPA, 1986). A periculosidade esta associada as
potencialidades tdxicas intrinsecas da substancia.

Por ser um composto formado por uma mis-
tura de indutores de CYP1A1, ascarel foi utilizado
no teste de controle positivo, empregando diferen-
tes tratamentos com quantificacdo da inducdo de
Atividade EROD, obedecendo a mesma metodologi-
a. Nos tratamentos foram empregados: (a) uma
concentracao de 1:5 (1L da fracdo solGvel de ascarel
+ 4L de agua de dilui¢ao) e (b) um controle com 5L
de agua de diluicdo por réplica (C1 a C5); outro
tratamento (c) foi por injecéo intraperitonial com
251g7/L e 100pg/L de ascarel. Os individuos expos-
tos a este Ultimo tratamento morreram antes de 24h
e seus figados nédo foram utilizados na analise.

Neste trabalho, foram analisados os aroma-
ticos: benzeno, tolueno, etil-benzeno, xilenos e C9’s
aromaticos na matriz agua e sedimento. As andlises
foram realizadas no Laboratério de Cromatrografia
e de Espectrometria do SENAI-CETIND, no muni-
cipio de Lauro de Freitas, BA, utilizando a técnica
de cromatografia gasosa, para analise de poluentes
prioritarios volateis [MCRO 018 (EPA-8260)]. Fo-
ram realizadas também andlises quimicas de aroma-
ticos [MCRO 018 (EPA-8260)] (Benzeno, Tolueno,
Etil-benzeno, p+m+o xilenos, C9’s Aromaticos, Fe-
nol, Naftaleno, Fenantreno e Antaceno) e metais
[MESP 110 (ASTM D5258/02)], (Mercurio, Cobre,
Chumbo, Zinco, Niquel, Cromo, Ferro, Manganés,

36




RBRH — Revista Brasileira de Recursos Hidricos Volume 15 n.3 Jul/Set 2010, 33-44

Aluminio, Cadmio e Arsénio), com o intuito de se
conhecer a composi¢do das amostras na agua e no
sedimento do agude.

A quantificacdo de aromaticos em sedimen-
to foi realizada, tendo as amostras sido levadas em
recipientes apropriados para a quantificagdo. Entre-
tanto, sO foi possivel realizar essas amostragens no
periodo chuvoso. As andlises foram realizadas por
cromatografia gasosa

Tratamento estatistico

Os dados foram analisados usando-se o teste
t de Student, a fim de comparar médias; One-way
Analysis of Variance (ANOVA) e Tukey-Kramer
Multiple Comparisons Test, para comparar as vari-
ancias das médias e comparacdo de médias multiplas
(GRAPHPAD INSTAT) entre 0s grupos amostrais e
o controle. Diferencas significativas foram determi-
nadas adotando um nivel de probabilidade de 0,05.
Célculos estatisticos foram realizados utilizando o0s
programas MINITAB, EXCEL e ORIGIN 1.6.

Para enriquecimento e exploracdo dos da-
dos, foram realizadas Andlises de Componentes
Principais — PCA, com o intuito de verificar as varia-
veis mais importantes dentre os resultados. Analises
de correlagdo entre os parametros fisico-quimicos e
quantificacdo da atividade EROD para cada ponto
foram realizadas, com o intuito de investigar as pos-
siveis causas do aumento ou decréscimo da atividade
EROD.

RESULTADOS
Resultados da Quantificacdo da Atividade EROD

O resultado do teste de controle positivo uti-
lizando Ascarel demonstrou que a exposicdo (fracdo
soldvel 1:5 v/v) ao poluente propiciou uma resposta
cinco vezes maior que o controle negativo realizado,
indicando uma atuacdo enzimaética mais significativa
do que com tratamento com injecdo intraperitonial,
cuja resposta da atividade apresentou aumento de
duas vezes, quando comparada aos controles.

Os resultados dos testes obtidos com agua
superficial (Figura 2) caracterizam o ambiente como
poluido por indutores de CYP1A1l, evidenciado pe-
las maiores concentracfes de atividade EROD, em
alguns pontos de amostragem, quando comparadas
ao controle. Através da comparagdo das médias nos
dois periodos amostrais observa-se que, no periodo
seco, a biodisponibilidade de HPA nos pontos P1,
P2 e P3 no Agude de Retencdo do Complexo Bésico

diferiram do controle, enquanto que no periodo
chuvoso apenas o P2 diferiu do controle.

Os resultados dos testes obtidos com sedi-
mento (Figura 3) mostraram uma maior atividade
enzimatica EROD, quando comparados ao controle
e também quando comparados aos resultados dos
testes com &gua superficial, confirmando a evidéncia
de um ambiente sedimentar poluido por indutores
de CYP1Al. Com base em comparacdo de médias
maltiplas, os pontos P2 e P3 diferiram significativa-
mente do controle, respectivamente nos periodos
seco e chuvoso. Valores relativamente altos de HPAs,
como benzeno, foram encontrados nas bacias de
contencdo, principalmente no P5 (Bacia do Cobre),
onde entretanto a resposta EROD atingiu valores
proximo ao controle negativo.
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COMPARACAO DE MEDIAS MULTIPLAS (Periodo Seco)
Valores unidos pela mesma linha ndo diferem significativamente (p > 0,05)
Pontos de Amostragem P1 P2 P3 P4 CTR.POS. CTR.NEG. P5

Atividade EROD 77,653,335,67,7 1000 7,58 6,64

(pmoles/mim/ml) | SN LI OVRRORORORORON |

COMPARACAO DE MEDIAS MULTIPLAS (Periodo Chuvoso)
Valores unidos pela mesma linha ndo diferem significativamente (p > 0,05)

Pontos de Amostragem P2 P4 CTR.POS. P1 P3 CTR.NEG. P5

Teste de Atividade EROD 30,14 17,31 10,00 6,44 514 4,91 122

(pmoles/mim/ml) | LI | !

Figura 2 - Valores médios da indugéo da atividade EROD
(pmoles resorufina/mg proteina/min) em células
hepaticas (fragcdo S9) de tilapias (O. niloticus)
expostas a agua superficial.

Considerando os altos valores de metais pe-
sados no sedimento e valores também relativamente
altos de benzeno na agua, detectados por andlises
guimicas, supde-se que a presen¢a dos metais possa
ter inibido a atividade EROD, visto que, os valores
de metais obtidos através de analises quimicas, fo-
ram altos em relacdo ao limite permissivel pelas
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Resolu¢cbes CONAMA n© 357/2005 e n© 344/2004.
Entretanto, pontos que tiveram valores de atividade
EROD significativamente altos, quando comparados
ao controle, também apresentaram valores altos de
metais, ndo se podendo confirmar assim, se 0 nivel
de metal, influenciou diretamente na inibicdo da
atividade EROD.

valores obtidos se adequaram aos limites estabeleci-
dos pela Resolugdo CONAMA n@ 357705, relativos a
qualidade da agua no corpo receptor.

Tabela 01 - Valores Médios dos metais analisados
no periodo seco (linha superior) e periodo chuvoso
(linha inferior) nas amostras de agua superficial.

1000 Parametro Limite* | P1 P2 P3 P4 P5
© .
]
8% Periodo seco Mercrio <0,0002 | 0,980 0,819 0,390 0493 | 0,130
& 9 8004 (] Periodo chuvoso
w
e . (ho/L) 0,523 0,760 0,630 0257 | 0,033
o [
&5
=& 600 ‘ Cobre <0,009 0,198 0,042 0,062 0,148 0,188
I £
gk X (mg/L) 0,040 0,046 0,049 0,024 0,169
§ E 400 - [
§ 5 g Chumbo <0,01 0,074 0,038 0,028 0,041 0,032
Q [
- 2
55 s i (mg/L) 0,033 0,034 0,024 0,026 0,026
s :
S A
s . s 3 b Zinco <0,18 0,277 0,065 0,068 0,197 0,058
8 35 S g le
84 e :
0 ' ' ' ' (mg/L) 0,118 0,069 0,052 0,075 0,059
Ctr. Neg. Ctr. Pos. P1 P2
Pontos de Amostragem Niquel <0,025 0,068 0,051 0,053 0,049 0,079
(mg/L) 0,030 0,035 0,039 0,032 0,034
COMPARAGAO DE MEDIAS MULTIPLAS (Periodo Seco) Cromo <0,05 0,036 0,023 0,017 0,025 0,010
Valores unidos pela mesma linha néo diferem significativamente (p > 0,05) (mg/L) 0,010 0,010 0,010 0,011 0,010
Pontos de Amostragem P2 P3 P1 P5 P4  CTR.POS. CTR.NEG. Ferro <03 1,761 0,508 0,803 1,532 1,069
Teste de Atividade EROD 816,41 318,96 231,66 154,87 37,99 10,00 7,26 L
(mg/L) 1,418 0,689 0,446 0,776 0,365
(pmoles/mim/ml) r...n 1 1 ! !
Manganés <0,1 0,361 0,146 0,188 0,342 0,049
~ . . mg/L;
COMPARACAO DE MEDIAS MULTIPLAS (Periodo Chuvoso) (mg/L) 0.101 0,055 0,047 0,063 0,030
Valores unidos pela mesma linha ndo diferem significativamente (p > 0,05) Aluminio <0,1 4,731 1,306 1,494 2,740 0,886
Pontos de Amostragem P3 P2 P1 P4 P5 CTR.NEG. CTR.POS. (mg/L) 6,083 2,478 1,286 2,684 6,792
Teste de Atividade EROD 60,57 34,22 21,42 1544 12,25 11,14 10,00 Cadmio <0,001
i 1 1 1 1
(pmoles/mim/m) _ t...t ! - (mg/L) 0,009 0,009 0,009 0,009 0,009
Arsénio <0,01
Figura 3 - Valores médios da inducdo da atividade EROD
g ¢ (mg/L) 11,33 19,33 23,33 5,673 36,33

(pmoles resorufina/mg proteina/min) em células
hepaticas (fragcdo S9) de tilapias (O. niloticus)
expostas ao sedimento.

Os pontos que apresentaram maiores con-
centractes de poluentes indutores de CYP1A foram
as bordas da Bacia do Complexo (P1 e P2 — borda
oeste e leste do acude, respectivamente). Os valores
de atividade EROD no periodo chuvoso, foram mais
baixos do que os relacionados ao periodo seco com
excecdo do P4 (interior do A¢ude — proximo ao
ponto de chegada do canal da Rua Hidrogénio)
(Matias et al., 2006; Rodrigues et al., 2006a; Rodri-
gues et al., 2006b; Lacerda et al., 2006a; Lacerda et
al., 2006b).

Resultados da analise dos Parametros Ambientais

As analises fisico-quimicas realizadas duran-
te 0s experimentos indicaram pouca variacdo, e 0s

* Limite Baseado na Resolugdo CONAMA n®. 357/2005

Nas amostras de agua superficial e sedimen-
to verificou-se a presenga de metais tragos essenciais
e ndo essenciais como: Mercurio, Zinco, Chumbo,
Cromo, Ferro, Manganés e Aluminio (Tabelas 01 e
02). Vale ressaltar que a maioria dos metais analisa-
dos apresentou valores muito acima dos limites esta-
belecidos pela resolugdo CONAMA 357/05.

Os resultados das analises quimicas revela-
ram que benzeno esteve presente em pelo menos
um periodo, com volumes muito acima dos limites
permissiveis (ver Figura 3), principalmente em pon-
tos do interior do Acude (P2 e P3), que também
apresentaram uma alta inducéo de atividade EROD
(Figuras 1 e 2). As analises para etil-benzeno (Figura
4) e ptm+o Xilenos (Figura 5) demonstram que a
area nao sofre influéncia deste tipo de quimicos de
forma significativa. Os resultados obtidos no perio-
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do seco para tolueno revelam que existem pontos
com valores aumentados acima do limite (Figura 6).
Entretanto, quando comparados a atividade EROD,
néo hé indicativo que a inducéo seja causada somen-
te por esse tipo de contaminante.

Tabela 02 - Valores Médios dos metais analisados no
periodo seco (linha superior) e periodo chuvoso
(linha inferior) nas amostras de sedimento.

Parametro Limite* P1 P2 P3 P4 P5
Cobre (ju/Kg) | 357,00 11350 | 2399,0 | 4181,3 | 15257 | 26394,
949,67 | 1810,0 | 23858 | 945,33 | 68081
Cromo 373,00 190,33 | 206,33 | 148,67 | 148,33 | 169,67
(H9/Kg) 114,33 | 98,40 | 104,77 | 71,33 | 2543
Cadmio 60,00 6,07 10,67 | 22,67 | 11,03 | 56,00
(hg/Kg) 9,87 18,20 30,90 9,50 7,50
Niquel (bg/Kg) | 180,00 431,67 | 449,33 | 441,67 | 403,00 | 1229,7
160,33 | 203,33 | 347,00 | 86,43 | 253,73
Chumbo 350,00 182,67 | 185,67 | 229,00 | 210,00 | 617,67
(H9/Kg) 186,00 | 186,33 | 217,33 | 1530 | 149,20
Zinco (Wg/Kg) | 1230,00 1151,0 | 2123,0 | 3271,7 | 13657 | 21323
1054,3 | 2120,0 | 3946,7 | 797,33 | 474,50
* Limite Baseado na Resolugdo CONAMA n®. 357/2005
[—J Periodo seco
B Periodo chuvoso
— Limite CONAMA 357/05: 0,005 ug/L
—1' 140 -
>, 120 :
3. 100 :
Nt »
o 80 :
S 60 _ :
8 40 : :
S 2 4 ]
2 ]
m 0 = =" T Pl T T I—:L—\
PL P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8
Pontos de Amostragem

Figura 3 — Média dos valores de Benzeno (ug/L)
analisados na agua superficial.

E=—=3 Periodo seco
CHEENE Periodo chuvoso
- Limite CONAMA 357/05: 90 ug/L
;:?L 20
~ 15
2
o 10
N
3 . g |
20 ‘r:!‘,,‘,,‘mg‘_g‘{,ﬂ_j
i PL P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8
Pontos de Amostragem

Figura 4 — Média dos valores de Etil-benzeno (ug/L)
analisados na agua superficial.
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N

b4 40

5 30
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Figura 5- Média dos valores p+m+o Xilenos (ug/L)
analisados na agua superficial.

== Periodo seco
EEEERER Periodo chuvoso
Limite CONAMA 357/05:2 ug/L

[E
o

Tolueno (ug/L)
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P3 P4 P5 P6
Pontos de Amostragem
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Figura 6 — Média dos valores de Tolueno (ug/L)
analisados na agua superficial.

@ Periodo seco ® Periodo chuvoso

C9's Aromaticos

PL P2 P3

P4

P5 P6 P7 P8

Pontos de Amostragem

Figura 7 — Média dos valores de C9's Aromaticos
(ng/L) analisados na agua superficial.

Os resultados das andlises de compostos a-
romaticos no sedimento por cromatografia gasosa
sdo apresentados na Figura 8. Foi detectado a pre-
sen¢a dos aromaticos na maioria dos pontos amos-
trados, com o tolueno se sobressaindo no P1.
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Figura 8 — Média dos valores de Aromaticos
(1g/Kg) analisados nos sedimentos.
(OBS: Escala na base logaritimica)

Os C9’s aromaticos apresentaram 0s maiores
valores de registro nas analises realizadas no periodo
chuvoso (Figura 7), diferentemente dos padrbes
encontrados na inducdo da atividade EROD. A reso-
lucio CONAMA n© 357/05 néo estabelece um valor
de referéncia para estes contaminantes.

Correlacdo entre EROD e parametros ambientais

A correlacdo entre valores da atividade E-
ROD e dados de analises quimicas, mostrou toxici-
dade associada a presenca metais na agua, no perio-
do seco e chuvoso, como Hg, Hg, Zn, Cr, Cu, Ni, Pb,
Fe, Mn e Al (ver Tabelas 3 e 4). Além da influéncia
desses metais, houve também correlagcdo positiva
(r>>0,7; p<0,05) com os compostos aromaticos ben-
zeno, tolueno, xilenos e etil-benzeno na agua prin-
cipalmente na chamada bacia do cobre.

No sedimento, houve correlacdo positiva en-
tre a atividade EROD e a presenca de metais Cr, Cd,
Cu, Ni, Pb e Zn, em todos os pontos do Acude do
Complexo Baésico e, na Bacia do Cobre (P5), apenas
com o Cu. Em relagdo aos aromaticos, houve corre-
lacAo positiva com Etilbenzeno, m+p xilenos e
otxileno, principalmente na borda oeste e parte
mais profunda do Agude.

A toxicidade desses pontos, para a agua su-
perficial, estd associada principalmente a presenca
de benzeno, naftaleno, fenantreno e de ferro, na
borda oeste (P1) e parte profunda do Acude (P3).
No ponto P2 houve uma forte associacdo da toxici-
dade com DQO (r? = 0,997; p <0,05). Para sedimen-
to, de modo geral, a toxicidade esteve associada a
presenca de metais e os aromaticos etilbenzeno e
xilenos.

Tabela 3 - Valores de correlagéo (r*> 0,7; p<0,05) entre a
atividade EROD das campanhas de periodo seco e resul-
tados de analises quimicas, em cada ponto amostral.

Matriz | Pon- | Correlagéo (r>0,7; p<0,05)
to
Agua | P1 *
super- |, DQO (0,997), Hg (0,994), Zn (0,730),
ficial Cr (0,999)
P3 Benzeno (0,869), Al (0,821)
P4 Hg (0,999), Zn (0,881), Ni (0,756), Cr
(0,941), Al (0,800)
DQO (0,800), Benzeno (0,911), To-
P5 lueno (0,952), Xilenos (0,959), Cr
(0,866), Fe (0,872)
Sedim
ento P1 Cd (0,876), Zn (0,907)
P2 Cr (0,861), Cu (0,866), Ni (0,773), Pb
(0,911)
P3 Cr (0,868), Cu (0,829), Ni (0,734), Pb
(0,911)
P4 Cd (0,866), Zn (0,998)
P5 Cu (0,962)

(*) N#o apresentou correlagéo significativa (r>> 0,7).

Tabela 4 - Valores de correlagéo (r*> 0,7; p<0,05) entre a
atividade EROD das campanhas de periodo chuvoso e
resultados de andlises quimicas, em cada ponto amostral.

Matriz | Pon- | Correlagéo (r>>0,7; p<0,05)
to
Agua | P1 Pb (0,793), Cr (0,976)
super- |, DQO (935), Cr (0,719) Mn (0,719)
ficial
P3 Pb (1,000), Zn (1,000), Cr (1,000),
Mn (0,756)
P4 Benzeno (0,967), Hg (0,812), Pb
(0,967), Cr (0,967), Zn (0,924)
PS5 Benzeno (0,944), Hg (0,867), Cr
(0,867)
Sedim p1 Cd (0,992), Cu (0,790), Ni (0,740),
ento Pb (0,854), Zn (0,935
P2 Etilbenz (0,720), m+p xileno (0,970)
P3 Etilbenz (0,977), m+p xileno (0,823),
o-xileno (0,977)
P4 Cu (0,868)
P5 *

(*) N#o apresentou correlagéo significativa (r>> 0,7).

Os valores de correlagdo em negrito indi-
cam os pontos onde houve toxicidade significativa
em relagdo ao controle.
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Figura 9 - Analise de Componentes Principais em
Oreochromis niloticus através dos testes relacionados
a inducdo da atividade EROD com os parametros
ambientais analisados, durante o periodo seco.
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Figura 10 - Andlise de Componentes Principais em
Oreochromis niloticus através dos testes relacionados
a inducdo da atividade EROD com os parametros
ambientais analisados, durante o periodo chuvoso.

Os resultados dos testes obtidos com agua
superficial e sedimento indicam que ecossistema
aquatico analisado estd contaminado por indutores
de CYP1Al (que incluem HPAs carcinogénicos), o
que foi evidenciado analiticamente pelas mais altas
concentracdes de atividade EROD, em alguns pon-
tos de amostragem, quando comparadas ao contro-
le. As determinacGes da atividade de Citocromo P-
450 mostraram evidéncias de exposicdo a HPA's,
principalmente nos pontos de coleta P1, P2 e P3
(respectivamente borda oeste, borda leste e centro
do acude do Complexo Basico). Com base nos resul-
tados de correlacdo, a toxicidade desses pontos, para
a agua superficial, estd associada principalmente a
presenca de benzeno, naftaleno, fenantreno e de
ferro, na borda oeste (P1) e parte profunda da Agu-
de (P3); no ponto P2 houve uma forte associacdo da

toxicidade com DQO (r2 = 0,997; p <0,05). Para
sedimento, de modo geral, a toxicidade esteve asso-
ciada a presenca de metais e os aromaticos etilben-
zeno e xilenos. Em relacdo a analise de PCA, a pre-
senca do benzeno e alguns metais, tais como Ni, Cu,
Fe demonstra uma relacdo com a atividade EROD
para efluente, além de alguns parémetros ambien-
tais tais como DQO e Nitrito que podem ser com-
provados pela analise de correlagdo em alguns pon-
tos de amostragem.

DISCUSSAO

Estes resultados indicam a necessidade de
incorporacdo de tecnologias que maximizem a re-
tencdo destes contaminantes na fonte nas diferentes
etapas de producdo em complexos industriais e na
adocdo e selecéo de processos adequados de descon-
taminacdo da massa hidrica efluente, com isso, in-
clusive, facilitando o seu reaproveitamento nos pro-
cessos. Para reuso, este deve ser precedido de uma
analise em funcéo dos objetivos de uso, para que se
evitem riscos & saude do ambiente. Todavia, 0 uso
desta area para fins ndo industriais (como pesca e
contato direto) ndo é recomendado devido a extra-
polacdo dos limites dos parametros quimicos e fisi-
cos baseados nas Resolu¢cbes CONAMA 357/2005 e
34472004, e do acentuado valor de atividade enzi-
matica EROD em alguns pontos; esta resolucado es-
tabelece limites iniciais, mas nao especificos para
caracterizar um bom parédmetro definitivo, para a
presenca desses compostos no ecossistema.

Por fim, a metodologia empregada para de-
tectar a biodisponibilidade de compostos aromaticos
em corpos hidricos, mostrou-se viavel (de ponto de
vista metodoldgico e também técnico) e com boa
confiabilidade, além de atuar proativamente num
nivel inicial de impactacdo, permitindo a tempo a
execucdo de agdes que previnam impactos ambien-
tais em niveis superiores de organizacdo da biota.
Entretanto a técnica também apresenta algumas
limitacbes, como a rapida leitura das amostras e
sensibilidade dos reagentes.

A escolha do organismo teste, tilapia, foi
bem direcionada, visto que o organismo correspon-
de bem a altas variacbes ambientais, além de ser
bem resistente a exposi¢do dos compostos, e ser um
organismo da biota local.

Os pontos amostrais foram determinados
por estudos prévios (relizados por empresas do Po-
lo, comunicacdo pessoal por técnicos) e sua cober-
tura favoreceu a identificacdo da heterogeneidade
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do acude, inclusive em funcéo dos canais de entrada
dos efluentes e saida do mesmo.

Como ferramenta de monitoramento a ati-
vidade EROD provou ter uma acgdo relativamente
rdpida em peixes expostos a compostos téxicos pla-
nares, tendo uma contribuicdo significativa na avali-
acdo da qualidade da &gua de ecossistemas aquati-
cos. Assim, a EROD é frequentemente referéncia a
um “sistema de aviso rapido” (Beiras, 2006), para
predizer riscos ambientais por contaminantes.
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Ecotoxicological Assessment in Water Bodies — A
Case Study: Detention Pond of the Petrochemical
Plant of Camagari, Bahia

ABSTRACT

Aromatic compounds are very important in envi-
ronmental monitoring due to their carcinogenic potential
and their capability of modifying gene expression that re-
sults in protein formation. This induction can be deter-
mined by specific techniques for HPAs, PCBs and Organic-
Chlorinated Dioxins. The paper presents the findings of a
research study aiming to evaluate the bioavailability of
aromatic compounds in a pond that retains run-off from
industrial areas of the Petrochemical Plant of Camacari
(Bahia state). The experiments were based on the biological
response of “tilapias” (Oreochromis niloticus) exposed to
water and sediment samples. Analyses were based on enzy-
matic induction, by xenobiotic oxidation, a procedure that
has already proved successful as exposure biomarkers to
HPAs and others industrial pollutants. This technique is
associated with increased enzyme activity in liver cells, a
first sign allowing the evaluation of the presence/absence of
aromatic compounds in the environment. Results showed
that fish were exposed to protein CYP1A inductors, since
they presented significant increase in the enzymatic activity
of Ethoxyresorufin-O-deethylase (EROD). Even though
chemical analysis detected the presence of aromatic com-
pounds at the site, tests with the biomarker suggested mod-
erate contamination, probably due to the weak bioavailabil-
ity of the pollutants. This study provided further informa-
tion and allowed testing a new approach that can be repli-
cated for environmental preservation, especially for water
bodies.

Key-words: contamination; pollution; aromatic com-
pounds; biomarkers; prevention; environmental impacts.

44






