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TOXICOLOGICAL STRESS IN A HIGHLY IMPACTED RIVER FROM THE PORT ENVIRONMENT OF SANTOS, SP. There
are many stilts and industry, which discharge sewage, domestic garbage and industrial effluents in the Pouca Satide River from the
port environment of Santos, Sdo Paulo (SP) State. However, ecotoxicological studies in this river are rare. In this study, we seek
to fill this gap by analyzing physicochemical, toxicological, and chemical conditions. Surface water and sediment samples were
collected at 2 sampling sites with riparian community activities and industrial activities in the summer, autumn, winter and spring.
The parameters analyzed were pH, alkalinity, turbidity, salinity, oils, greases, dissolved oxygen (DO), toxicological and cytotoxicity
with mitotic index (MI) of onion roots using Allium cepa roots, and concentration of Pb, Zn, Hg, Ni and Cd. Our results showed
alterations in the DO, turbidity, oils/greases and reduction of MI when compared to the respective control. Ni and Zn in sediment
samples presented concentrations exceeding levels occasionally associated with adverse biological effects “threshold effect level”.
These results suggested that the water quality of the Pouca Satde River is influenced by both presences of heavy metals contamination
and the seasons, i.e. by the tide. Thus, the toxic potential monitoring carried out in this study is of paramount importance to this river.
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INTRODUCAO

O Sistema Estuarino de Santos € formado por uma vasta e complexa
rede de canais, rios, bragos de mar, ilhas e ilhotas e estd situado na
Regido Metropolitana da Baixada Santista, litoral do Estado de Sao
Paulo, e inclui os estudrios de Santos € Sdo Vicente. Esse sistema
se destaca como um dos mais importantes exemplos brasileiros de
degradagdo ambiental causada pela polui¢do.! O Pdlo Industrial de
Cubatido retine empresas de cinco grandes setores: petroquimico,
siderurgico, quimicos, fertilizantes e logistica, além da produgéo de
energia e da prestacdo de servicos. Muitos dos produtos que abastecem
o mercado brasileiro sdo 100% produzidos em Cubatio, por exemplo, a
gasolina de aviac@o, usada nos aeroportos do Brasil sai exclusivamente
da regido, além do 4cido nitrico 53% e o 4cido nitrico concentrado,
usados em laboratérios e industrias, coque calcinado de petrdleo,
nitrato de amonio (grau fertilizante e grau técnico), residuo aromatico,
soda anidra e benzeno.? A cidade de Cubatio fica localizada a 26 km
do Porto de Santos. As industrias dessa regido geram muitos efluentes
industriais que s@o lancados em rios que desdguam no estudrio de
Santos.* Embora haja diretrizes estabelecidas pela CETESB, ndo estéo
disponiveis dados sobre os lancamentos industriais no rio e, portanto,
langamentos indevidos podem ocorrer.

A contaminagdo dos sedimentos dessa regifio estd diretamente
ligada com a poluicéo das dguas e tem origem tanto das contribui¢des
industriais e portudrias, como também de esgoto doméstico e de
efluentes de marinas e de chorume de lixdes e aterros industriais
irregulares.*?

Os processos de dragagens e alteragdes ambientais podem
disponibilizar os contaminantes presentes no sedimento, tanto para
a coluna d’dgua como para a comunidade bentdnica. Os sedimentos
s30 os maiores repositdrios de poluentes no ambiente aqudtico, por
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isso, a sua contaminagdo € utilizada como um importante indicador
ambiental de poluicdo, servindo para mapear, tracar e monitorar
fontes antropogénicas de contaminacgdo e/ou anomalias causadas por
processos geoquimicos naturais.'

Além disto, a contaminacdo com metais toxicos como
cddmio (Cd), mercirio (Hg), niquel (Ni), chumbo (Pb) e zinco (Zn)
¢ bastante comum nessas dreas industriais.® Os metais toxicos sdo
compostos ndo biodegraddveis e altamente bioacumulativos que
podem colocar em risco a satide de seres humanos, animais e espécies
vegetais devido aos seus efeitos mutagénicos e carcinogénicos, além
da toxicidade a diversos 6rgéos e tecidos.” O risco de contaminagio
por metais pode ainda ser potencializado, principalmente em dreas
ribeirinhas susceptiveis a inundagdes por rios que trazem metais
de dreas distantes, contaminam o solo local e novamente os rios
adjacentes.®? Adicionalmente, algumas substincias podem apresentar
riscos aos ecossistemas e alterar as caracteristicas fisico-quimicas de
um ambiente aquético, devido as concentra¢des em excesso. '’

Na regido portudria de Santos localiza-se o Rio Pouca Satide, no
bairro Porto em Guarujd. Ele € designado como uma gamboa, nome
dado a um braco de rio de mangue, que ndo tem nascente e estd
sempre sob influéncia da maré, quando a maré esta baixa pode ficar
completamente seca.'' Ao longo do rio, diversas inddstrias e postos
de armazenamento coexistem com a comunidade, incluindo uma
unidade basica de sadde da familia - USAFA Sitio Conceicaozinha'?
e o Hospital Guarujd. Na parte inicial do rio localiza-se 0 Armazém
verde que dentre os produtos que serdo armazenados no novo espaco
estdo surfactantes (usados em produtos de limpeza, por exemplo),
poliis (usados em espumas para colchdes e estofados) e biocidas
(solugdes para controle microbiano).'? Seguindo o percurso no km 1
do lado direito, encontra-se o terminal portudrio da Cargill que
transporta grdos e agucares. Do lado esquerdo da margem estdo as
Indistrias Dow Quimica Brasil, Olin e a Sucocitrico Cutrale. As
empresas Olin e Dow Quimica Brasil (mesmo grupo) trabalham
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com solventes, resinas, aminas, polimeros, epoxi e cloro alcalino.
Ja a empresa Sucocitrico Cutrale trabalha com fabricagio de sucos
e Gleos.* Passando a ponte da Avenida Santos Dumont, no km 1,5
do lado direito, encontra-se o Hospital Guaruja e do outro lado da
margem o Canil Sdo Lazaro. Também hd muitas palafitas, as quais
langam esgoto in natura e lixo doméstico diretamente nas dguas do
Rio Pouca Sadde.’

A 4gua desse rio € utilizada de forma direta e indireta pela
populacdo ribeirinha, desde a utilizagdo para cozimento dos
alimentos, como através do consumo de pescados e uso recreativo para
populac@o em geral,'® e, portanto, esta populagdo estd diretamente
exposta aos possiveis contaminantes do rio.

Substancias téxicas presentes em efluentes domésticos,
industriais e agricolas sabidamente causam indmeros problemas
de satde afetando diversos 6rgdos e sistemas. Além disto, muitos
contaminantes sdo capazes de provocar danos graves ao DNA de
c€lulas interferindo na fung¢do de diversos 6rgaos, podendo inclusive
influenciar os aspectos genéticos e na sobrevivéncia de organismos
aqudticos e da populagdo ribeirinha.'®

Os testes ecotoxicoldgicos sdo indispensdveis para a avaliacio
da qualidade da dgua, das reacdes dos organismos vivos a poluicio
ambiental e também para identificar os efeitos potenciais de varios
poluentes nos ecossistemas.'*!> Sabe-se que citotoxicidade € a
capacidade de compostos em promover alteracdo metabdlica nas
c€lulas, podendo culminar ou ndo em morte celular. A técnica de
andlise citotdxica realizada a partir da germinagdo da raiz da cebola
Allium cepa L. tem sido recomendada para andlises de efluentes
como bioindicador genotdxico devido a sua elevada sensibilidade,
baixo custo, rapidez, facilidade de manipulagdo e da utilizacdo de
amostras sem tratamento prévio, determinando-se a diminuicio do
indice mitético e a formagdo de aberragdes cromossémicas.!*”

Estudos de avaliagdo de toxicidade utilizando a técnica da
germinagdo daraiz da Allium cepa L. para observar o desenvolvimento
genético ainda ndo foram efetuados na regido do Rio Pouca Saiide.
Diante disso, os objetivos do presente estudo foram: (i) investigar
a presenca de metais toxicos nas dguas e sedimentos do Rio Pouca
Satdde, um rio altamente impactado pela atividade industrial e urbana,
localizado na margem esquerda do estudrio de Santos, contendo
interferentes de contaminagdes portudrias, industriais e de esgoto
doméstico; (ii) realizar avaliacdo ecotoxicoldgica destas dguas através
do teste bioldgico de cebola (Allium cepa L.). Deste modo, pretendeu-
se identificar possiveis poluentes em amostras de dgua e sedimentos
coletados do Rio Pouca Satdde, para assim orientar essa populacio
e o poder publico alertando quanto aos riscos em consequéncia a
utilizac@o do rio.

PARTE EXPERIMENTAL
Coleta de amostras

As amostras de dgua foram coletadas em dois pontos distintos do
Rio Pouca Saide em dguas superficiais proximas a margem durante as
4 estagdes do ano de 2021, no primeiro més de cada estag¢do, marco,
junho, setembro e dezembro. O ponto 1 (P1), latitude 23.975788,
longitude 46.281542, fica préximo da saida do canal do estudrio de
Santos, uma regido chamada de “Prainha”, com muitas palafitas ao
redor, onde o esgoto € langado in natura no rio, e com muito lixo. O
ponto 2 (P2), latitude 23.969540, longitude 46.278964, fica préximo
a Avenida Santos Dumont, uma regifio mais afastada, com descarte de
efluentes industriais e com muitos moradores de baixa ou nenhuma
renda, que fazem uso direto da dgua do rio e dos pescados.!' As
amostras de dgua foram coletadas utilizando um coletor de aluminio
adaptado com corda de algoddo, sendo o material imediatamente
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transferido para diferentes frascos de polipropileno (1 L) com
tampa, devidamente limpos, secos e identificados para evitar erros.
Posteriormente, as amostras foram armazenadas durante 7 dias, em
refrigerador a uma temperatura de 4 °C, até serem analisadas.

Analises fisico-quimicas

A determinacdo do pH das amostras foi realizada por medicao
direta utilizando-se pHmetro (Digimed DM20) equipado com
eletrodo combinado modelo Sensotec e calibrado com as solucdes-
tampdo 7 e 10 no momento do uso.? A alcalinidade foi determinada
por volumetria conforme a metodologia 2320 descrita no Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater.”® A
determinacdo da turbidez foi realizada por método fotométrico
utilizando-se turbidimetro modelo Turbidimetro Bancada I / Plus II.
A amostra sem tratamento prévio foi transferida para uma cubeta de
8 cm de altura com tampa de rosca e acondicionada no aparelho, sendo
a turbidez expressa em NTU (unidade nefelométrica de turbidez).”
A andlise da salinidade foi realizada diretamente por refratdmetro
modelo Quimis 107.1. O aparelho foi calibrado com dgua destilada
no momento do uso e o resultado foi lido no préprio equipamento e
expresso em partes por mil (%c).?! Os 6leos e graxas foram extraidos
das amostras utilizando-se extragdes sequenciais com n-hexano em
funil de separagdo de 2 L. As fragdes foram transferidas para um
baldo de destilagdo, previamente pesado, através de um funil contendo
sulfato de sédio para evitar a contaminagdo por dgua, o solvente
foi evaporado e os 6leos e graxas foram quantificados por pesagem
do baldo com precisdo de + 0,1 mg, sendo expressos em mg L!. O
n-hexano usado no ensaio foi recuperado por destilag@o e reutilizado.?
O oxigénio dissolvido foi quantificado no momento da coleta através
do oximetro modelo AT 160 com calibrag¢do automatica.'

Analise citotoxica por meio do teste Allium cepa L.

A andlise citotoxica por meio do teste Allium cepa L. foi realizado
com base no estudo de Fiskesjo.?! Os testes foram realizados com
cebolas do tipo pirulito de tamanho e peso previamente padronizados
(Tabela 1). Foram cultivadas 11 cebolas para cada amostra, em béquer
contendo as amostras de d4gua coletadas dos diferentes pontos dorio e
periodos do ano. As amostras de dgua foram utilizadas em sua forma
pura nao diluida. Foi usado um grupo controle para comparacgio dos
resultados, constituido de cebolas crescidas em agua destilada. Antes
de coloca-las no meio para crescimento, as raizes ja existentes nos
bulbos de Allium cepa L. foram retiradas, a fim de que as células
analisadas fossem todas de raizes crescidas no meio investigado.
Os vegetais foram colocados em recipientes com 60 mL para cada
solu¢do, de maneira que apenas a parte inferior do bulbo estivesse em
contato com seu meio de cultivo. Os experimentos foram mantidos
a temperatura ambiente entre 25 e 27 °C, ciclo de luz normal, sem
renovagdo de dgua, apenas completando o volume. O crescimento das
raizes foi monitorado a cada 24 h durante 72 h. Para avaliacio dos
aspectos macroscopicos foram analisadas alteragdo da cor, formato
e tamanho da raiz. O comprimento das raizes foi medido utilizando
uma régua. Qualquer altera¢@o nos aspectos fisicos pode ser indicio
de substincias toxicas na dgua.”! Apds esse periodo, as raizes foram
coletadas e fixadas em etanol e dcido acético (3:1) em temperatura
ambiente por 24 h, em seguida transferida para dlcool 70% e colocadas
na geladeira até o momento da andlise. Para preparacio das laminas,
os meristemas radiculares de cada amostra foram cuidadosamente
submergidos por 5 min em dgua destilada, em seguida colocados em
solugdo de 4cido cloridrico 5 mol L™, por 20 min e recolocados em
dgua destilada por 5 min, posteriormente colocados em uma lamina e
com auxilio de um bisturi foi seccionada a regido meristemdtica apical.
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Ap0s esse procedimento foi adicionado 10 pL. de Giemsa 20% por 5
min e lavado com dgua destilada. Posteriormente, foi adicionada uma
gota de balsamo do Canad4, cobrindo com uma laminula, realizando a
técnica de esmagamento.?! Para determinac@o do indice mit6tico (IM%)
foram analisadas 400 células em microscépio 6ptico Zeiss, observando
a lamina da esquerda para direita e contabilizando todas as células
em mitose. Em seguida, foi calculado o indice mitdtico considerando
IM% = No. de células em mitose / No. de células analisadas x 100.
Considerando que resultados maiores ou iguais a 50% sdo niveis
toxicos.”!

Analise dos metais potencialmente téxicos em aguas superfi-
ciais e sedimentos

As amostras foram coletadas em campo, preservadas no isopor
com gelo até o laboratério da universidade. Posteriormente, foram
acidificadas e devidamente acondicionadas em geladeira, e logo ap0ds,
encaminhadas para a empresa Controle Analitico Analises Técnicas
Ltda, Osasco, Sdo Paulo, a qual realizou a andlise dos metais Cd, Hg,
Ni, Pb e Zn em sedimentos brutos, fragdo total, em 3 amostras de
cada ponto. O método de preparo das amostras utilizado foi de acordo
com Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater
EPA SW 846-3050B (1996), trata-se de uma digestao dcida seguida
de leitura das amostras por meio do espectrofotdmetro de absor¢ao
atdmica com fonte de plasma, previamente calibrado por curvas de
calibracdo de concentracdo conhecida e branco (ICP_OES) conforme
referéncia da EPA SW-846-6010D.>

As coletas das amostras de d4gua para andlise dos metais t6xicos
foram realizadas nos pontos P1 e P2 no outono de maneira dindmica.
Para isso, foi utilizada uma garrafa PET com a parte inferior aberta,
a qual foi colocada submersa deitada com a tampa aberta para que
a dgua transpassasse a garrafa. Apds 3 min, a tampa da garrafa foi
fechada para realizar a coleta da d4gua para andlise. A coleta do P1
foi realizada a 0,7 m de profundidade e a 1,1 m da margem com
velocidade média de correnteza de 0,5 seg m™'. A velocidade foi
calculada limitando 1 m do rio por meio de uma trena, assim com
o auxilio de uma garrafa PET de 200 mL amarrada em um rolo de
barbante foi cronometrado o tempo que ela levou para sair do ponto
de partida e chegar ao ponto final. No P2 a profundidade foi de 0,9 m
e 1,5 m de distancia da margem com velocidade de correnteza de
0,4 seg m. A andlise dos metais foi realizada diretamente na dgua
bruta em 3 amostras de cada ponto, sendo que na presenga de material
particulado foi realizada a digestdo dcida das amostras.

Inicialmente a presenca de metais pesados foi estimada em
amostras de dgua coletadas em diversos pontos do rio. Entretanto,
pelos métodos utilizados, nenhum metal foi identificado. Este achado
nao foi surpresa considerando que os metais pesados tendem a se
acumular nos sedimentos do leito do rio. Assim, em uma segunda
etapa foi realizada a andlise dos sedimentos, também coletados em
diversos pontos, conforme detalhado a seguir.

As coletas de sedimentos do leito do rio para andlise de metais
téxicos foram realizadas nos pontos P1 e P2 no inverno e na primavera
utilizando uma draga Van Veen para coleta dos sedimentos brutos e
acondicionados em sacos incolores identificados e armazenados em
isopor. A coleta do P1 foi realizada a 0,1 m de profundidade e 1,1 m
de distdncia da margem com dgua sem movimentagdo. No P2 a
profundidade era de 0,5 m, 1,5 m de distancia da margem e velocidade
média de 9 seg m™'. As amostras foram coletadas em campo,
preservadas no isopor com gelo até o laboratério. Posteriormente,
foram acidificadas e devidamente acondicionadas em geladeira, e
logo apés encaminhadas para andlise dos metais Cd, Hg, Ni, Pb e
Zn em sedimentos bruto, 3 amostras de cada ponto, em laboratdrio
especializado.
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Para a verificagdo do impacto causado pela presenca desses metais
poluentes, foram considerados dois critérios. O primeiro critério foi
proposto pela Environment Canada e utilizado no relatério técnico
da CETESB (Companhia Tecnoldgica de Saneamento Bdsico) de
2001: TEL (threshold effect level), nivel abaixo do qual ndo ocorre
efeito adverso na comunidade biolégica e PEL (probable effect
level), nivel acima do qual € provdvel a ocorréncia de efeito adverso
a comunidade biolégica, sendo que a faixa entre o TEL e o PEL
representa uma possivel ocorréncia de efeito adverso a comunidade
bioldgica.’ O segundo critério segue a regulamentacdo dos Estados
Unidos e utilizada pelo CONAMA (Conselho Nacional do Meio
Ambiente): o ERL (effects range - low), o limite de concentracdo
abaixo do qual os sedimentos raramente sdo téxicos, ERM (effects
range - medium), sedimentos provavelmente sio téxicos, quando
algum elemento metdlico ultrapassa esse valor e a faixa maior que
o ERL e menor que o ERM indica que os sedimentos possivelmente
sdo toxicos.*

Anadlise estatistica dos resultados fisico-quimicos e citotoxicos

A presente andlise baseia-se em um experimento executado sob
o plano fatorial com dois fatores experimentais, sendo a origem da
amostra, na qual a cebola foi cultivada, um fator com trés niveis
(controle, P1 e P2) e a estagdo do ano outro fator com quatro
niveis (primavera, verdo, outono e inverno). Os efeitos dos fatores
experimentais sobre cada resposta descrevendo uma medida de
toxicidade foram testados individualmente. Sempre que possivel,
em coeréncia com a andlise exploratdria correspondente e a natureza
da resposta, foi ajustado um modelo estatistico paramétrico para
explicar a oscila¢@o da resposta associada aos fatores experimentais.
Cada modelo apresentado teve a adequacio do ajuste aos dados
ratificada por meio das correspondentes medidas diagndsticas, andlise
confirmatdria e envelope dos residuos. Via de regra, tal modelagem
seguiu o escopo dos modelos lineares generalizados (MLG). Em
caso incompativel com a modelagem paramétrica, a significancia
estatistica dos efeitos foi testada em abordagem ndo paramétrica de
ANOVA precedida de transformagao por ranques. Quando apropriado,
comparagdes multiplas post-hoc foram empregadas para aprofundar e
detalhar a interpretag@o dos efeitos. Em todas as andlises estatisticas,
foi adotado o nivel de significancia usual de o = 0,05. Por fim, todos
os processamentos e etapas da andlise estatistica foram realizados
no programa R, RStudio versao 2022.07.0.%

RESULTADOS E DISCUSSAO
Analises fisico-quimicas

As propriedades fisico-quimicas das amostras estdo detalhadas
na Figura 1. Para todas essas caracteristicas avaliadas, observou-se
desvios padrdo pouco expressivos entre as triplicatas, indicando
a precisdo do método de mensuragdo. O pH das amostras P1 e
P2 foram equipardveis durante o verdo e outono (Figura 1A). No
inverno, a amostra P1 mostrou-se ligeiramente mais dcida que a P2,
um padrio que se inverteu na primavera. De todo modo, a oscilagido
observada manteve-se limitada ao intervalo de referéncia estabelecido
pela Resolugdo CONAMA No. 357/05, classe 3, sendo pH entre
5 e 9.0 A alcalinidade da dgua, por sua vez, manteve-se superior
na amostra P2 do verdo ao inverno, mas diminuiu na primavera,
tornando-se inferior ao observado na amostra P1 nesta estacdo
(Figura 1B). A dureza da dgua ¢ estimada pela concentragdo de
carbonato de cdlcio (CaCO,) e € classificada segundo a Organizacio
Mundial de Saide (OMS)* de acordo com as seguintes concentragdes:
superior a 180 mg L' - muito dura; entre 120-180 mg L' - dura;



entre 60-120 mg L' - moderadamente dura e inferior a 60 mg L' -
macia. Dureza acima de 180 mg L' de CaCOj; pode induzir a
formacdo de incrustacdes nas canalizagdes e dgua com dureza
inferior a 60 mg L' pode ser agressiva e provocar fendmenos de
corrosdo no sistema de abastecimento de dgua.” Todos os resultados
das andlises desse pardmetro no presente estudo foram superiores a
180 mg L' sendo caracterizada uma dgua muito dura. J4 a turbidez
da dgua, ainda que em desacordo com a sua auséncia conforme
preconizada pela Resolugio CONAMA No. 357/05,% mostrou-se
substancialmente baixa e estdvel em ambas as amostras, no verao
e no outono, variando de 1,3 a 1,7 NTU (Figura 1C). Contudo, tal
medida aumentou consideravelmente nas amostras coletadas durante
o inverno, alcangando até 45,5 NTUs na amostra P1. Na primavera,
a turbidez da dgua retornou a niveis ligeiramente superiores aqueles
registrados no verdo. Sabe-se que a turbidez € provocada por
particulas em suspensdo, sendo, portanto, reduzida por sedimentacao,
além da ocorréncia de origem natural a turbidez da 4gua pode também
ser causada por lancamentos de esgotos domésticos ou industriais.?’
No caso da salinidade, observou-se consideravel estabilidade entre
as mensuracdes a despeito da origem da amostra e estacdo do ano
(Figura 1D). E ainda, a oscila¢@o observada restringe-se aos limites
de referéncia estabelecidos pela Resolu¢gio CONAMA No. 357/05,
classe 3, dgua salobra maior que 0,5 até 30%.2° Além disso, observou-
se que a quantidade de 6leos e graxas na dgua € superior na amostra
P2 ao longo de todo o ano, mas essa discrepancia diminuiu no
outono, a medida que a abundancia dessas substincias reduz como
um todo (Figura 1E). A partir do inverno, a quantidade de lipideos nas
dguas volta a aumentar, sobretudo em P2, resultando em acentuada
disparidade entre as amostras na primavera. Nesse contexto, cabe
ressaltar que a referéncia da CONAMA? € a de auséncia de 6leos
e graxas na dgua. Por fim, a quantidade de oxigénio dissolvido na
dgua parece sensivel a estacdo do ano, e ainda de modos diferentes
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conforme a origem das amostras (Figura 1F). Ao longo do ano,
ainda que alcance niveis mais elevados no outono, a quantidade de
oxigénio dissolvido nas amostras P2 permanece abaixo dos limites
de referéncia da Resolucio CONAMA No. 357/05, ndo inferior a
3 mg L'.%® Nas amostras P1, o oxigénio dissolvido até ultrapassa
sutilmente o limite inferior de referéncia no verdo e outono, mas
diminui abruptamente no inverno, aproximando-se do zero. Na
primavera, o oxigénio dissolvido em P1 retorna a niveis proximos
ao outono, porém aquém do limite de referéncia.

Como definido anteriormente, o Rio Pouca Sadde € uma gamboa
e, portanto, o fluxo de suas dguas € diretamente influenciado pela
maré. Sabidamente as oscilagdes do nivel do mar sido constantemente
influenciadas por a¢des meteoroldgicas e, durante o inverno do
hemisfério Sul, essas oscilagdes sdo mais intensas no litoral Sudeste
do Brasil, favorecendo eventos extremos de maré baixa.?’*® Essas
condigdes poderiam favorecer o aumento da turbidez e a reducdo do
oxigénio dissolvido nas dguas do Rio Pouca Satde durante o inverno.
Interessante observar que essas alteragdes foram mais proeminentes
em P2, ponto de coleta mais distante do mar e, portanto, mais
suscetivel aos efeitos da maré baixa.

Resultados da analise citotéxica por meio do teste Allium cepa L.

A ecotoxicidade da dgua do Rio Pouca Satde foi avaliada por
meio do efeito de suas amostras sobre o desenvolvimento de cebolas.
As biomassas das cebolas utilizadas estdo representadas na Tabela 1.

Ap0s a exposicdo as amostras de dgua, o desenvolvimento das
cebolas foi avaliado, resultando nos dados apresentados na Figura 2.
Com relacdo ao comprimento das raizes, observou-se o encurtamento
das raizes em cebolas crescidas em amostras coletadas tanto de P1
como de P2 em comparacdo com a amostra controle. Além disso,
constatou-se também a significancia estatistica da influéncia da
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Figura 1. Propriedades fisico-quimicas das amostras de dgua conforme o local de coleta e a estagdo do ano. As barras verticais ilustram o erro padrdo entre
as triplicatas. A regido de cada grdfico destacada em cinza claro corresponde ao limite de referéncia estabelecido pela Resolugdgo CONAMA No. 357/05,
classe 3.% Para a turbidez e a quantidade de dleos e graxas tal referéncia é a auséncia da medida
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Tabela 1. Biomassa das cebolas utilizadas no teste Allium cepa L.

Controle P1 P2
Verdo 38,5+5,1 36,4+4,3 343+5,0
Outono 472+89 404 +2,1 46,1 £7.5
Inverno 22,7+2,7 209+1,6 20,8 +2,6
Primavera 37,0£13 40,1+0,9 36,5£2,8

Os valores estdo expressos em média * desvio padrao.

estag¢@o do ano sobre o comprimento das raizes, conforme ilustrado
na Figura 2A (veja Material Suplementar, Tabelas 1S e 2S).

De maneira andloga ao comprimento, a quantidade de raizes
desenvolvidas pelas cebolas mostrou-se sensivel a origem da amostra
utilizada em seu cultivo. No caso da exposi¢do a amostra P1, estima-se
que, no geral, o niimero médio de raizes reduza significativamente 82%
em relag@o a amostra controle. Por sua vez, a exposi¢do a amostra P2
¢é estimada em diminuir significativamente, em comparagdo com a
amostra controle, o nimero médio de raizes em 74%. Além disso,
os dados também fornecem evidéncias consistentes para endossar
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a influéncia da esta¢do do ano no nimero de raizes das cebolas.
Comparado ao verdo, estima-se que o outono esteja associado a uma
redu¢do média de 32% na quantidade de raizes. O efeito estimado
seria ainda maior na primavera (em comparagao ao verdo), atingindo
uma redu¢@o média de 53% (Figura 2B). Por fim, o modelo estatistico
que embasa toda essa inferéncia € validado no Material Suplementar
(Figura 1S e Tabela 3S), corroborando a conformidade das conclusdes
derivadas desse modelo. Kriiger” também considerou como efeito
de toxicidade, a inibi¢do do crescimento radicular, o que pode estar
associado também a queda do niimero de raizes.

Em virtude da sua relevancia no modelo biolégico de
ecotoxicidade, buscamos investigar quais seriam as principais
caracteristicas fisico-quimicas da dgua subjacentes aos efeitos
descritos acima da origem da amostra e da estagdo do ano sobre
a quantidade de raizes. Nesse contexto, foi testada e confirmada
a significancia estatistica do efeito da salinidade, bem como dos
Oleos e graxas sobre a quantidade de raizes da cebola. No caso da
salinidade, estima-se que, uma vez mantido constante o nivel de 6leos
e graxas, cada incremento de uma unidade (% m/m) repercuta, em
média, na reducdo de 71% no nimero de raizes. Tal efeito € ilustrado
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Figura 2. (A) A medida do comprimento das raizes da cebola é apresentada nos diagramas de caixa conforme a estagdo do ano e origem da amostra de dgua.

Em cada diagrama, as linhas horizontais representam o primeiro, segundo (ou mediana, em destaque) e terceiro quartis da distribui¢do amostral. E ainda,
as linhas verticais indicam os limites esperados da distribui¢cdo. Por fim, os pontos sobrepostos aos diagramas indicam as observagoes individuais. (B) Os
efeitos estimados da origem da amostra e estag¢do do ano sobre o niimero de raizes desenvolvidas pelas cebolas converge nos valores desta resposta estimados

pelo modelo estatistico. (C) Os efeitos estimados da salinidade (a esquerda) e dos dleos e graxas (a direita) sobre a quantidade de raizes desenvolvidas pela
cebola sdo ilustrados nas respectivas curvas destacadas. Sobrepostas por essas curvas, encontram-se os niimeros de raizes ajustados pelo modelo a partir da

confluéncia dos efeitos estimados
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como a curva destacada na Figura 2C, a esquerda. Por outro lado,
estima-se que, enquanto a salinidade € fixada, o aumento de cada
unidade (mg mL™") de leos e graxas resulte no acréscimo de 115%
na abundancia de raizes da cebola, efeito este ilustrado pela curva
destacada na Figura 2C, a direita. Por fim, a validade do modelo
estatistico que sustenta essa inferéncia ¢ ratificada no Material
Suplementar (Figura 2S e Tabelas 4S e 5S), corroborando, assim, as
conclusdes derivadas da andlise.

Embora ndo tenhamos encontrado um padrdo que nos permite
associar a presenca de graxa e 6leos com o fluxo da maré, € possivel
que as varia¢des encontradas nas concentragdes dessas substancias
estejam relacionadas as atividades industriais do entorno, porém essa
possibilidade necessita de investiga¢des adicionais.

Qualitativamente, observou-se que todas as cebolas mantidas
em amostra controle tiveram suas raizes classificadas como fortes
com a ponta branca, em contraste com todas as cebolas expostas a
amostra P1 e P2, as quais apresentaram raizes rotuladas como fracas e
com a ponta marrom. A Figura 3 mostra imagens representativas das
raizes de cada grupo em relago a estagdo do ano. Segundo Fiskesjo?!
pontas com coloragdo marrom indicam agentes toxicos na dgua.

O indice mitético (IM) reflete a velocidade de multiplicagdo celular
e, portanto, de crescimento da raiz. As raizes de cebolas crescidas em
amostra controle apresentaram IM de 0,98 enquanto, que esses valores
foram significantemente menores nas raizes de cebolas crescidas em
amostras coletadas em P1 e P2, conforme mostrado na Figura 4. A
validacdo do modelo estatistico que fundamenta essas inferéncias
¢ apresentada nos Materiais Suplementares (Figuras S13E e S13F,

Controle

Verao

omm- . -

Quim. Nova

além da Tabela S7). Sabe-se que quanto menor for o IM, maior € a
toxicidade da amostra de dgua, assim, como o P1 demonstra uma
maior reduc¢do do IM comparado com a amostra controle, sugere-
se que esse ponto apresente maior toxicidade. Variacdes do IM sdo
indicadores importantes no monitoramento da polui¢do ambiental,
especialmente, para a avaliacdo de contaminantes que apresentam
potencial citotéxico. Deste modo, podemos inferir que a indicagdo de
toxicidade € observada tanto pela inibicdo do crescimento das raizes
bem como pelos efeitos adversos causados aos cromossomos.?* Além
disso, a diminui¢cdo no comprimento das raizes das amostras de dgua
do rio, quando comparados ao grupo controle, pode estar relacionado
aqueda do IM dessas amostras. Estudos prévios constataram o mesmo
efeito ao analisar a citotoxicidade de d4gua de rios e demonstraram que a
diminui¢do do IM também causa inibigéo do crescimento radicular.-32

Resultados da analise dos metais potencialmente toxicos em
aguas superficiais e sedimentos

Em relagdo as concentragdes de metais em dguas superficiais
do Rio Pouca Saude, foi observado valores abaixo do limite de
quantificagdo (Tabela 2). A determinag¢@o do pH revelou valores entre
6,6 a 7,65 nas andlises dos dois pontos. Esses valores englobam a
faixa de neutralidade e, dessa forma, representam um baixo potencial
de contribui¢ao desse parametro na mobilizagdo de metais pesados.
Um estudo conduzido por Yi et al.,** com materiais na faixa de pH
entre 5,0 e 8,0 unidades, revelou o aumento do processo de adsor¢io
de fons mercurosos e subsequente diminui¢cdo do potencial de

onto 1 Ponto 2

B . . .
Primav'ra. . -

Figura 3. Imagens do crescimento da raiz germinada em amostras de dgua controle, na dgua do P1 e na dgua do P2 durante o verdo, primavera, outono e inverno
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Figura 4. Os efeitos estimados das amostras Pl e P2 sdo ilustrados pelos
valores ajustados (a partir do modelo estatistico) do IM para cada condi¢do

Tabela 2. Concentracio de metais em dguas superficiais do Rio Pouca Satde
em dois pontos analisados durante o outono

Referéncia
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foram acima do TEL e abaixo do PEL, portanto, representam uma
possivel ocorréncia de efeito adverso a comunidade biolégica. O Ni
estd presente na crosta terrestre com um valor médio de 56 ug g'. O
metal € normalmente encontrado em efluentes liquidos industriais,
principalmente em refinarias de petréleo, sidertirgicas e fabricas de
fertilizantes e de celulose e papel. Na Baixada Santista, as principais
fontes do poluente sdo a Usiminas, a RPBC-Petrobrds, a Ultrafértil-
Cubatio e a Dow Quimica, as quais apresentam o metal em seus
efluentes, em geral, dentro dos padrdes de langamento quando
analisados individualmente.* Portanto, como hd uma tendéncia de
actimulo dos metais nos sedimentos, esta deteccao feita pelos autores,
demonstra o langamento histdrico das diferentes fontes industriais
neste estudrio.**

Ja no P2, o Zn encontrou-se acima do TEL e abaixo do PEL e
estd acima do ERL, indicando que os sedimentos sdo potencialmente
téxicos. Esse resultado pode ser devido aos rejeitos de inddstrias
quimicas e metaldrgicas.’> O Zn é um metal amplamente distribuido
na natureza, ocorrendo nos solos e, como nutriente essencial, nas
plantas em geral. Nos solos, os valores de Zn em dreas ndo poluidas
variam de 10 a 30 ug g, a concentragdo média natural deste metal na
crosta terrestre € de 65 ug g*'. O uso do Zn em sua forma metélica ou

Metal Resolucao . . R . .

(mg L) Pl P2 LQ CONAMA em sais do metal, é comum nos mais diversos ramos industriais. Na
No. 357/05 Baixada Santista, o Zn € encontrado nos efluentes de grande parte das
He <0.0001 <0.0001 0.0001 0.0002 industrias, dos terminais e em dreas contaminadas da regido.’ Além do
’ A ’ ’ uso industrial, o0 Zn estd presente nas habitagdes (telhas, utensilios)

Cd < 0,001 < 0,001 0,001 0,005 . .
e em produtos diversos, ocorrendo, portanto, no lixo e nos esgotos
Pb <0,005 <0,005 0,005 0,01 domésticos.’ De acordo com estudo realizado pela CETESB? observa-
Ni < 0,005 < 0,005 0,025 0,005 se uma acumulacio do Zn nos sedimentos da regido, especialmente
7n <0025 <0,025 0.025 0,09 préximo as fontes industriais. Dentre as fontes existentes, destaca-

Hg: Mercirio. Cd: Cadmio. Pb: Chumbo. Ni: Niquel. Zn: Zinco. LQ: Limite
de quantificag@o.

disseminag@o da contaminac@o proporcional ao aumento do pH.*?
Além disso, € importante ressaltar que as concentracdes de metais
em 4guas estuarinas flutuam com os estagios de maré, quantidades
de 4gua e variagdes de descargas pontuais e difusas contendo esses
elementos.! Andlises anteriores realizadas em sedimentos do Rio
Santo Amaro préximo ao Rio Pouca Satde, também nio observaram
alteracdo de Zn, Cd, Pb, Hg e Ni.}

Ja nos sedimentos, concentragdes elevadas de Ni e Zn foram
encontradas no P1 durante o inverno (Tabela 2). Essas concentra¢des

se a Usiminas, onde o valor de Zn no sedimento encontra-se entre
260 e 957 pg g e na Dow Quimica préxima ao P2 variando de 183 a
221 pg g'.* Andlises anteriores realizadas em sedimentos do Rio Santo
Amaro préximo ao Rio Pouca Saide também observaram valores
acima do normal de Zn, Cd, Pb, Cu, Hg e Ni.* Na coleta efetuada
na primavera ndo foi encontrada nenhuma alteracdo de metais nos
pontos analisados (Tabela 3), estando dentro dos limites permitidos.

CONCLUSAO
Os principais resultados encontrados nesse trabalho mostram

(i) importantes alteragdes fisico-quimicas nas dguas coletas no
Rio Pouca Sadde, incluindo oxigénio dissolvido, turbidez, 6leos

Tabela 3. Concentragoes de metais em sedimentos brutos no Rio Pouca Satide em dois pontos analisados durante o inverno e primavera. Valores acima do TEL

e abaixo do PEL e acima do ERL estdo em negrito

Estacdo Coleta He cd Pb Ni Zn
e (mg kg'!) (mg kg') (mg kg') (mg kg'!) (mg kg')
Ponto 1 < 0,002 <0,02 26,4 19,3 186
Inverno
Ponto 2 < 0,002 <0,02 22,8 11,7 193
LQ 0,002 0,02 0,1 0,1 0,5
) Ponto 1 < 0,0005 < 0,005 11,6 4,2 72
Primavera
Ponto 2 < 0,0005 < 0,005 12,9 44 81
LQ 0,002 0,02 0,1 0,1 0,5
TEL 0,13 0,7 30,2 15,9 124
PEL 0,70 4,21 112 42,8 271
ERL 0,15 1,2 46,7 20,9 150
ERM 0,71 9,6 218,0 51,6 410

Hg: Mercirio. Cd: Cadmio. Pb: Chumbo. Ni: Niquel. Zn: Zinco. LQ: Limite de quantificacdo. Normas Canadenses de Qualidade do Sedimento e adotado pela
CETESB: TEL - Threshold effect level. PEL - Probable effect level. Critérios americanos adotados pela Resolucio CONAMA No. 358/05: ERL - Effects range
low. ERM - Effects range medium.
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e graxas, enquanto que os outros pardmetros estavam dentro dos
limites estabelecidos pela Resolu¢gio CONAMA 357/2005.% (i) As
amostras de dgua do Rio Pouca Satde apresentaram potencial
citotoxico avaliado pelo teste Allium cepa L. (iii) Actimulo de Ni e
Zn no sedimento do rio principalmente durante o inverno.

Os resultados deste estudo indicam o potencial ecotéxico das dguas
do Rio Pouca Satde devido as alteracdes fisico-quimicas, e presenga
de metais pesados os quais provocam efeitos bioldgicos danosos
evidenciados pelas alteragdes sobre o crescimento de cebolas e suas
raizes. Pode ser substancialmente agressivo e perigoso para todos os
organismos e para a populacdo ribeirinha. Portanto, o monitoramento
das dguas do Rio Pouca Satide € de suma importancia por ser uma area
portudria altamente impactada. A¢des publicas sdo imprescindiveis
como encanamento e tratamento do esgoto que visam a melhoria da
qualidade da dgua dessa regido e a qualidade de vida da populagdo.
Além disso, agdes de conscientizacdo da populacdo a respeito do
descarte de lixo no rio e monitoramento mensal para reavaliar a
qualidade da dgua, diminuindo o tempo de vistoria e detectando més
de maior acimulo dos metais, com aten¢éo no inverno, sendo a estagiao
de maior indice de metais, também sdo pertinentes. Adicionalmente,
esse estudo € um piloto para dreas portudrias altamente impactadas
similares em vdrias regides do Brasil e do mundo, que hé possivelmente
deposi¢ao de metais nos sedimentos e acimulo de matérias organicas
com populacdo habitacional desprovida de recursos que utilizam a
dgua para consumos diversos.

MATERIAL SUPLEMENTAR

A validade do modelo estatistico que fundamenta toda a
andlise € confirmada no material suplementar disponivel em
http://quimicanova.sbq.org.br, na forma de arquivo PDF, com acesso
livre.
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