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RESUMO

O arsénio € um elemento quimico essencial para a vida, ainda que possa
apresentar toxicidade em concentracdes pouco acima daquelas consideradas
essenciais aos organismos. Os testes de Ecotoxicologia Aquéatica realizados no
Brasil geralmente utilizam organismos internacionalmente padronizados, que
embora sensiveis, ndo ocorrem em ecossistemas brasileiros, aumentando a
dificuldade de se avaliar os impactos de agentes quimicos sobre componentes
especificos da biota local. Além disso, as condi¢cdes dos testes utilizando
espécies exoticas, ndo retratam as encontradas nos ecossistemas tropicais e
subtropicais, que apresentam diferentes caracteristicas abidticas, como por
exemplo, condutividade, dureza e temperatura, entre outras variaveis que
modificam a resposta dos organismos-teste e a prépria toxicidade do agente
quimico avaliado. Assim sendo, tornam-se relevantes o0s estudos
ecotoxicolégicos empregando-se espécies que sejam nativas, objetivando o
conhecimento da sensibilidade destas aos diversos agentes téxicos. O
presente trabalho visou avaliar a toxicidade do sedimento do Ribeirdo
Guamium, bacia do Rio Piracicaba, S&o Paulo, utilizando-se como organismos-
teste o protozoario Paramecium caudatum Ehrenberg, 1833 e o clad6cero
Ceriodaphnia silvestrii Daday, 1902. Para tanto foram conduzidas duas
campanhas de amostragem, uma na estacéo seca e outra na estagdo chuvosa,
em 9 pontos ao longo de toda a extensao deste curso d’agua, visando verificar
variacdo espacial em funcdo dos diferentes tipos de uso do solo praticado na
bacia. Este substrato foi analisado quanto aos teores de As total, As disponivel
e de As®* e As™, relacionando os resultados dos bioensaios com as diferentes
fracOes obtidas do As inorganico. Considerando-se as alteracdes do estado de
oxidacdo do elemento pelo manuseio da amostra, para a coleta realizada na
estacdo chuvosa, as porcentagens das fracdes de As®* e As® obtidas pelos
métodos quimicos empregados foram comparadas com aquelas previstas pelo
diagrama de estabilidade pH x Eh do elemento. As espécies inorganicas e o
teor total de As foram também determinados no Material de Referéncia
Certificado WQB-1. A toxicidade aguda de solucdes de As* e As® para o
zooplancton foi determinada utilizando-se 0s mesmos organismos-teste,

quantificando a absorcdo/adsorcdo do semi-metal nos organismos
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experimentados. As andlises quimicas das amostras de sedimento resultaram
em concentracdes de As total, As*" e As®* a niveis toxicos, especialmente nos
Pontos da Nascente (P0), do Bairro de Tanquinho (P1) e do Disque Animais
(P5) da microbacia do Ribeirdo Guamium, confirmando-se com 0s pontos nos
quais 0 sobrenadante apresentou maiores concentracbes de As total. Os
resultados obtidos com a andlise do sedimento foram semelhantes aos valores
tedricos previstos utilizando o diagrama de estabilidade pH x Eh, o qual indicou
predominancia da forma As®*. O método de determinacdo de As total
apresentou precisdo analitica quando comparado ao Material de Referéncia
Certificado WQB-1, o qual a semelhanca das amostras apresentou em seu
conteudo total, diferentes fracbes de As na sua forma inorganica. De acordo
com o esperado pela literatura, a forma reduzida (As>*) foi mais téxica do que a
forma oxidada (As®"), sendo o organismo C. silvestrii mais sensivel ao semi-
metal arsénio e as amostras de sedimento do que o protozoario P. caudatum.
Através da técnica de espectrometria de absorcdo atdmica com atomizacéo
eletrotérmica em forno de grafite (GFAAS), determinou-se os teores de As nos
organismos sobreviventes e, no caso, os mortos da concentragdo mais alta
utilizada. Nos protozoarios, os teores bioacumulados variaram de 29,8 a 70,0
pg x individuo As®* ou 10,5 a 17,5 ug x g™ de peso seco (dw) As>* e de 183,0 a
282,6 pg x individuo As>* ou 45,8 a 70,7 pg x g™ dw As>*. J& nos cladéceros, os
teores variaram de 75,9 a 149,3 pg x individuo As** ou 22,4 a 44,1 ug x g* dw
As* e de 1.575,4 a 1.630,2 pg x individuo As®* ou 465,2 a 481,4 ug x g™ dw
As®. Mesmo os organismos testados tendo pequeno tamanho e as
concentracdes utilizadas serem baixas, 0s mesmos demonstraram ser capazes
de associar-se ao As, bioacumulando este semi-metal e serem capazes de
exercer importante papel na biodisponibilizacdo deste ao longo da cadeia
trofica.

Palavras-chave: As total; As® e A55+; Ribeirdo Guamium; Sedimento;

Zooplancton; Toxicidade



ABSTRACT

Arsenic is an essential chemical element for life, although it can be
extremely toxic at concentrations slightly above those required for living
organisms. In Brazil, generally well-standardized internationally test organisms
are used in Aquatic Toxicology. Although sensitive, it does not occur in Brazilian
ecosystems, increasing the difficulties on assessing the impacts of chemicals
on specific niches of the local biota. Furthermore, the toxicity test using exotic
species, do not match the tropical and subtropical ecosystems abiotic
conditions, which have different characteristics such as conductivity, hardness
and temperature, among other variables that modify the response of test
organisms and even the own toxicity of the chemical agent. Thus,
ecotoxicological assays are of utmost importance when using native species, in
order to assess it sensitivity to several toxic agents. The present study was
proposed to assess for the toxicity of Guamium River bottom sediment,
Piracicaba hydrographic basin, Sdo Paulo, by using test organisms such as
Paramecium caudatum protozoan Ehrenberg, 1833 and Ceriodaphnia silvestrii
cladocera Daday, 1902. To reach for these goals two sampling campaigns were
carried out, one in the dry season and another during the rainy season, in 9
points through the entire length of the river main channel, to verify spatial
variation as a function of different surrounded land use. Sediment samples were
analyzed for total and available As, As®*" and As®*, relating the obtained data
with acute toxicity bioassays results for inorganic As species. Taking into
account the modification of As oxidation state by the sample preparation
conditions, in the rainy season, analytical results were compared to those
predict by the pH x Eh stability diagram. Total and inorganic As species were
also determinate in the Certificated Reference Material WQB-1. The acute
toxicity of As®" and As®" solutions were evaluated for zooplankton, by using the
same test organisms, quantifying the absorption/adsorption of the semi-metal in
the experiments organisms. Chemical analysis of sediment samples resulted in
toxic levels concentrations of total As, As®* and As>*, especially in the Points of
the River's Source (P0), Tanquinho’s District (P1) and Dial Animals (P5) of
Guamium River, confirming with the points at which the supernatant had higher

concentrations of total As. The results obtained from the sediment analysis



were similar to the theoretical values provided using the pH x Eh stability
diagram, which indicated prevalence of As®>*. The method of determining total
As presented analytical precision when it was compared to the Certificated
Reference Material WQB-1, which like the samples, presented different
fractions of As in its inorganic form. According expected by the literature, the
reduced form (As*) was more toxic than the oxidized form (As®*), and C.
silvestrii is more sensitive to arsenic and sediment samples than the P.
caudatum. By spectrometry of atomic absorption technique with electrothermal
atomization in graphite furnace (GFAAS) it was determinated As levels in the
surviving organisms and in the case, the dead of the highest concentration
used. In protozoan, the bioaccumulated levels ranged from 29,8 to 70,0 pg X
individual As®* or 10,5 to 17,5 pg x g™* of dry weight (dw) As*" and from 183,0 to
282,6 pg x individual As® or 45,8 to 70,7 ug x g™ dw As®. In cladocera, the
levels ranged from 75,9 to 149,3 pg x individual As®* or 22,4 to 44,1 ug x g™ dw
As®*" and from 1.575,4 to 1.630,2 pg x individual As>* or 465,2 to 481,4 ug x g*
dw As®*. Even considering both, the tested organisms small size and the low
concentrations used, it was possible to associate with As, bioaccumulating this
semi-metal and, thus, has an important role in the bioavailability of this along

the food chain.

Keywords: Total As; As** and As®*; Guamium River; Sediment; Zooplankton;
Toxicity
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas a quantidade de agentes quimicos lancados no
ambiente tem sido objeto de preocupacao. A velocidade com que os ambientes
estdo sendo impactados pelas atividades humanas tem comprometido os
recursos naturais tdo necessarios ao equilibrio da biota e manutencéo da vida.
Um exemplo ocorre com as aguas dos rios que devido ao crescimento
demografico e industrial tém sido poluidas pelo langamento clandestino dos
esgotos, por aguas contaminadas provenientes da drenagem urbana e pelo lixo
informal.

Segundo Petts apud Soares (2003), monitoramento € em esséncia a
coleta de dados com o propdésito de obter informacdes sobre uma caracteristica
e/ou comportamento de uma variavel ambiental. Para esta finalidade, o
monitoramento consiste de um programa de repetidas observacgdes, medidas e
registros de variaveis ambientais e parametros operacionais em um periodo de

tempo para um propésito definido.

1.1. Biomonitoramento da qualidade de ambientes aquéticos

Programas de monitoramento da qualidade das aguas que empregam
exclusivamente indices fisicos e quimicos tém sido alvos de criticas severas
por varios pesquisadores que apontam a necessidade de se utilizar
bioindicadores para obtencdo de uma abordagem mais ecossistémica
(ZAGATTO & BERTOLETTI, 2006). Isso por que a biota reflete a integridade
ecologica (integridade fisica, quimica e biolégica) dos ecossistemas,
evidenciando os efeitos dos diferentes agentes estressores e fornecendo uma
medida agregada dos impactos (BARBOUR et al.,, 1999). Além disso, as
comunidades biologicas de ecossistemas aquaticos apresentam adaptacdes
evolutivas a condicbes ambientais e apresentam limites de tolerancia a
diferentes alteragfes das mesmas (ALBA-TERCEDOR, 1996).

O monitoramento da qualidade de ambientes aquaticos utilizando
bioindicadores e analises fisico-quimicas, em paralelo, € amplamente utilizado
em paises desenvolvidos, tendo sido incluido em normas técnicas nacionais

em varios paises da Europa, como na Alemanha através da DIN (1990) e nos
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EUA (USEPA, 1996). Atualmente, o Brasil € um dos lideres mundiais nesse
tipo de pesquisa, entretanto, sdo escassos os trabalhos publicados na area.

O biomonitoramento realizado em bacias hidrogréficas acusa alteracdes
nas condicbes limnolégicas dos rios, as quais ndo podem ser detectadas
apenas por monitoramentos fisico-quimicos da agua, sobretudo ao se
considerar que existem mais de 11 milhdes de substancias quimicas
registradas no CAS (Chemical Abstracts Service), que podem potencialmente
atingir o ambiente. Mesmo em laboratérios bem equipados, podem ser
rotineiramente analisadas no maximo entre 250 a 300 substancias
isoladamente, sem contar ainda os efeitos como, por exemplo, 0s sinérgicos e
antagbnicos, que muitas vezes tém maior importancia do que a grandeza
absoluta de uma substancia isolada. Portanto, em rios pouco a mediamente
poluidos, sé@o estimadas a presenca de 30 a 100 mil substancias na agua. Para
as aguas é valida a frase de Aristoteles: “O todo € mais do que a soma de suas
partes”. Por isso, 0 uso dos organismos bioindicadores para aferir a qualidade
das aguas, uma vez que 0s mesmos indicam, integralmente, os efeitos
produzidos por todas as substancias existentes na &gua, incluindo as
substancias novas, que surgem a partir de interacdes entre elementos que se
subtraem a analise quimica (FATMA/GTZ,1999).

1.2. Testes de toxicidade com sedimentos

Os testes de toxicidade com sedimentos fornecem informacdes
ambientais importantes que podem ser utilizadas para indicar a participacéo
deste compartimento no estabelecimento da qualidade de agua de um corpo
hidrico, bem como revelar locais mais contaminados (ROSIU et al., 1989).

O sedimento é um substrato que abriga interna e externamente uma vasta
variedade de organismos. Atua também como depdsito de descartes e
sumidouro de contaminantes, incluindo metais téxicos e pesticidas.
Contaminantes sao transportados dos continentes para 0s oceanos em solucéo
ou aderidos a matéria suspensa, podendo ser estocados temporariamente ou
de modo permanente nos sedimentos de rios, lagos e aguas costeiras. A

acumulacdo permanente do contaminante causa problemas devido a liberagédo
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de poluentes ao longo do tempo, mesmo apés a fonte de poluicdo ter sido
eliminada (SALOMONS et al., 1987 apud JARDIM, 2004).

Em diferentes tipos de sedimento, concentracdes iguais de um mesmo
contaminante podem apresentar diferentes graus de toxicidade. Um sedimento
pode ser muito toxico e outro pode ndo apresentar nenhuma toxicidade para os
mesmos organismos, sendo que ambos contém a mesma concentracdo do
contaminante. Para resultar em toxicidade, o contaminante deve estar
biodisponivel e isso significa que a presenca de altas concentracbes de
poluentes nos sedimentos ndo necessariamente resulta em toxicidade aos
organismos bentonicos ou da coluna d’agua (JARDIM, 2004). Por exemplo,
metais adsorvidos nas entrecamadas de argilas, precipitados com carbonatos,
ligados a o6xidos ou complexados pela matéria organica podem ser
considerados menos biodisponiveis, dependendo da combinacdo das
propriedades quimicas e fisicas do solo (SPOSITO et al., 1982).

Assim, os testes de toxicidade servem de instrumento a melhor
compreensao e fornecimento de respostas as acdes que vém sendo
empreendidas no sentido de se reduzir a toxicidade do despejo liquido, de seu
efeito sobre o corpo receptor, e, em Ultima instancia, promover a melhoria da
qualidade ambiental. Estes ensaios consistem na determinacdo do potencial
toxico de um agente quimico ou de uma mistura complexa, pelos efeitos
desses poluentes em organismos vivos. Nos testes de toxicidade séo utilizadas
as denominacdes agudo, cronico e ndo téxico, para eventuais descricdes dos
efeitos deletérios sobre o0s organismos aquaticos. O efeito agudo é
caracterizado por uma resposta severa e rapida a um estimulo, a qual se
manifesta nos organismos aquaticos em tempos relativamente curtos (0 a 96
horas), sendo o efeito morte o mais observado. O efeito cronico caracteriza-se
pela resposta a um estimulo que continua por longos periodos de exposicdo do
organismo ao poluente (1/10 do ciclo vital até a totalidade da vida do
organismo), que pode ser expressa através de mudancas comportamentais,
alteracOes fisioldgicas, genéticas e de reproducado, entre outros. Quando da
ocorréncia de eventos caracterizando efeito agudo ou crénico nas amostras de
agua coletadas, pode-se considerar que 0s respectivos corpos de agua que
estdo sendo avaliados n&o apresentam condicdoes adequadas para a

manutenc¢ao da vida aquatica (IGAM, 2004).
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1.3. Organismos zooplancténicos

Os organismos zooplanctdnicos sdo comumente utilizados em testes de
toxicidade principalmente pelo fato de serem espécies-chave em ecossistemas
lacustres, assumindo a importante fungéo de elo de transferéncia de metais e
outros elementos ao longo das cadeias alimentares aquaticas. Eles fazem
parte do plancton, juntamente com os virus, bactérias, fungos e microalgas. O
zooplancton, em ambientes de agua doce, é composto majoritariamente por
protozoarios, rotiferos, cladéceros e copépodas. S&o animais que vivem em
suspensao na agua e apresentam capacidade de locomocao limitada, estando
sujeitos a dispersdo por turbuléncia e outros movimentos da agua, embora
rotiferos, microcrustaceos como cladoceros e larvas de insetos possam
percorrer distdncias consideraveis em aguas calmas. A comunidade
zooplanctdnica € composta por organismos com grande sensibilidade
ambiental e responde a diversos tipos de impactos, tanto pela alteracdo na
quantidade dos organismos quanto na composicdo e diversidade da
comunidade (COELHO-BOTELHO, 2004).

Os Cladocera, ou pulgas d’agua fazem parte do zooplancton de &agua
doce, possuindo grande representatividade nos corpos de agua Iénticos em
todo o mundo e também no Brasil. Estimativas conservadoras apontam cerca
de 600 espécies ocorrendo em todo o mundo (KOROVCHINSKY, 1996); e
estima-se que cerca de 150 espécies ocorram no Brasil. A maioria das
espécies de Cladocera alimenta-se através da filtracdo de particulas
alimentares em suspensao na agua, constituidos principalmente por bactérias,
algas unicelulares, fungos e detritos. Segundo Bernardi et al. (1987), os
cladéceros sdo muito importantes na transferéncia de energia através da
cadeia alimentar de ambientes Iénticos, jA que possuem curto tempo de
geracdo e alta eficiéncia reprodutiva, estando entre as presas mais visadas do
zooplancton, tanto por vertebrados quanto por invertebrados e sua excluséo
das cadeias alimentares pode interferir negativamente na qualidade de corpos
d’agua.

Os protozoarios sdo também organismos zooplanctdnicos e embora
sejam unicelulares eucariontes, possuem uma consideravel diversidade

morfologica e fisioldgica, apresentando um notavel espectro de adaptacdes
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para diferentes condicdes ambientais, ocupando uma grande variedade de
nichos ecolégicos. Eles ocorrem em todas as latitudes, no mar, inclusive a
profundidades de até 4.500 m (TURLEY et al., 1988), em aguas doces, salobra
e subterranea, em fontes termais e no solo, podendo ser livres, parasitas,
mutualistas ou comensais em plantas e animais (GODINHO & REGALI-
SELEGHIM, 1999).

No Brasil, durante muitos anos, deu-se importancia quase que exclusiva
aos protozoarios parasitas, negligenciando-se as espécies de vida livre, apesar
do importante papel que as mesmas desempenham nas cadeias tréficas de
ambientes naturais, nos processos de autopurificacdo em estacOes de
tratamento de agua e de dejetos de esgoto e como indicadores bioldgicos de
qualidade de agua (GODINHO & REGALI-SELEGHIM, 1999). Devido a sua
sensibilidade a alteragdes ambientais, ao seu curto ciclo de vida, facilidade
para cultivo e manutencdo, os protozoarios tém sido utilizados em estudos
toxicoldgicos e propostos como indicadores biolégicos de poluicdo aquética
(NICOLAU et al., 1999; NALECZ-JAWECKI & SAWICKI, 2002; DIAS et al.,
2003; NALECZ-JAWECKI, 2004).

1.4. Elemento quimico arsénio

No ambiente aquético, determinados poluentes como 0s metais estao
sujeitos a diferentes processos: interacbes ibnicas, precipitacdo, co-
precipitacdo, como no caso do As com o Fe (BUFFLE & VITRE, 1994),
acumulo no sedimento, absorcédo e adsorcao por organismos dentro da cadeia
alimentar. As principais causas de preocupacdo em relacdo a presenca de
metais no ambiente sdo a persisténcia, bioacumulacdo e toxicidade. A acao
toxica resulta da afinidade dos metais por certas moléculas biologicamente
importantes, tais como proteinas, e pelo fato de poderem competir com
nutrientes no interior das células. O estudo da acumulacdo de metais em
organismos vem do interesse em se conhecer o destino e os caminhos
tracados por esses elementos quimicos até o topo das cadeias troficas
(SANTOS, 2004).

Dentre as espécies quimicas inorganicas, o arsénio € conhecido por ser

um agente toxico, mesmo a concentragoes baixas. Este elemento se encontra
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naturalmente na crosta terrestre, podendo estar combinado ao Mn, Fe, Co, Ni,
Ag e Sn na forma de compostos inorganicos ou combinado ao carbono para
formar compostos organicos, como arsenobetaina e arseno-aclUcares, em
plantas e animais (BARRA et al., 2000).

O As pode ser introduzido no ambiente por processos geoldgicos naturais,
pelo uso de herbicidas e preservantes de madeira ou pela manufatura de vidros
e materiais semicondutores. Por essas razfes é considerado um poluente de
importancia, podendo atingir as aguas e o0s alimentos em quantidades
significativas e, consequentemente, afetar a populacdo via cadeia alimentar
(SANTOS & JACOB, 2005). Ocorre na natureza em diferentes estados de
oxidacdo, dando origem a varios compostos. A toxicidade do As depende,
dentre outros fatores, da sua forma quimica e da concentracdo (PATRA et al.,
2004; LEAL et al., 2006). As formas quimicas incluem espécies quimicas
inorganicas como o arsenato (As®*) e o arsenito (As**), e organicas como a
arsenobetaina e a arsenocolina. As formas mais toxicas sdo as inorganicas
(BARRA et al., 2000). Na agua, sdo encontradas as formas inorganicas e
organicas (BAIRD, 2002).

O As esta entre os elementos quimicos mais nocivos a salude humana,
sendo comparado ao mercurio, ao chumbo e ao cadmio. Em concentracdes
elevadas (acima de 10 pg L™ na &gua, segundo a Organizacdo Mundial da
Saude), pode provocar varios tipos de cancer, como o de pele, pancreas e
pulmdo, além de abalos ao sistema nervoso, malformacdo neuroldgica e
abortos (BAIRD, 2002). Ainda que 0 As e seus compostos sejam extremamente
toxicos, este semi-metal € essencial para a vida, pois é requerido em pequenas
qguantidades por plantas e animais para que completem seu ciclo vital. Apesar
desta realidade, trabalhos relacionados a ocorréncia e a ecotoxicidade deste
elemento séo ainda escassos (CHOUERI, 2004; SANTOS, 2006).

1.5. Especiagao de arsénio

Especiacdo € a determinacdo da concentracdo das diferentes formas
guimicas de um elemento, sendo que estas espécies, somadas, constituem a
concentracéo total do elemento na amostra. Anteriormente, a determinacao da

concentragdo total de um dado elemento era suficiente para permitir
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consideragdes clinicas e ambientais. Embora o conhecimento da concentracdo
total de um elemento ainda seja de utilidade, é essencial, em muitas situacoes,
a determinacédo das formas quimicas nas quais o elemento ocorre (VAN LOON
& BAREFOOT, 1992).

Segundo Florence (1982), daquela época até nossos dias, sabe-se das
dificuldades envolvidas na concretizacdo da analise de especiacdo quimica de
um elemento. E isto, sobretudo, porque o potencial de alteracdo das condi¢cbes
de equilibrio existente em uma amostra, seja ela liquida, sdélida ou gasosa é
elevado (PICKERING, 1995). Esta afirmacdo é muito adequada para o tipo de
amostra desta pesquisa, o sedimento, pois as alteracdes de equilibrio sdo de
particular importancia no estagio de amostragem. Tanto que este aspecto
mereceu detalhada discussdo na literatura (MUDROCH & AZCUE, 1995).
Devido a isso, sabe-se que a coleta, o tratamento e a preservagdo das
amostras para a determinacdo qualitativa e quantitativa com vistas a
especiacdo quimica do elemento é diferente dos procedimentos empregados
para a determinacdo total (BARRA et al., 2000). Essas consideracfes séo
muito pertinentes para um elemento como o As, que pode ocorrer na natureza
formando 20 compostos, sendo 0s mais comuns nos estados de oxidacdo As®",
As* As® e As®, e como MMA e DMA, sendo sua quimica influenciada pelo Fe
e pelo S (VAN LOON & BAREFOOT, 1992).

A questdo da especiacdo quimica para o As reveste-se de grande
importancia, uma vez haver diferencas significativas na toxicidade das
diferentes formas do elemento, sendo as formas inorganicas mais téxicas do
que as organicas. Dentre estas, a toxicidade do As®*" é significativamente mais
elevada do que a toxicidade do As®* (PATRA et al., 2004).

A técnica de espectrometria de fluorescéncia atdbmica se baseia na
propriedade que certos atomos possuem de emitir radiacdo ou luminescéncia
guando caem a niveis energéticos mais baixos, apds terem sido excitados a
altos niveis de energia, através da radiacdo eletromagnética emitida por uma
lampada especifica do elemento. Essa interacdo da energia emitida pela
lampada ocorre com o atomo em fase gasosa. A luz emitida em ambiente de
argbnio é detectada por uma fotomultiplicadora, gerando-se a ampliacdo do
sinal, proporcional & concentracdo do elemento de interesse. Esta é uma

técnica de alta sensibilidade, sendo linear em ampla faixa de concentracao (ppt
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- ppm), tendo larga aplicagcdo para andlises de elementos formadores de
hidretos ou vapor frio, como o Hg. Dentre os formadores de hidretos,
destacam-se 0 As, Se, Bi, Sb e Te (CLESCERL et al., 2005). Pode ser utilizada
em uma ampla variedade de tipos de amostras de origem agricola, médica e
ambiental, e vem sendo utilizada, com excelente relacdo custo/beneficio
quando comparada com outras técnicas como, por exemplo, a espectrometria
de massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS).

A importancia da especiacdo de As se deve ao fato desta fornecer
informagdes sobre essencialidade, toxicidade e permitir o entendimento das
reagcbes quimicas e bioquimicas relacionadas ao elemento. A concentracdo
total ndo fornece informacdes sobre mobilidade, biodisponibilidade, impacto
sobre ecossistemas e impacto sobre organismos vivos, incluindo o homem
(BARRA et al., 2000).

1.6. Bioacumulacao de metais

Os microrganismos tém despertado a atencdo de pesquisadores pela
capacidade superior de sor¢cédo (absorcdo e/ou adsorcdo) de metais pela sua
biomassa em comparacdo com outros sorventes inorganicos e organicos
(KUREK et al., 1982). Estudos tém demonstrado que, na maior parte dos
casos, a bioacumulacdo de metais por microrganismos se deve a fendbmenos
de superficie (adsorcdo e/ou precipitacdo) (BEVERIDGE, 1989;
SHOKOHIFARD et al., 1990; COLLINS & STOTZKY, 1992).

As microalgas, na base das cadeias alimentares aquaticas, adsorvem
metais em sua superficie os quais podem ser liberados no trato digestivo dos
consumidores. Como membros intermediarios na cadeia alimentar aquatica, o
zooplancton desempenha um importante papel na acumulacdo e na
transferéncia trofica de metais toxicos para niveis tréficos superiores
(NOGUEIRA et al., 2005).

A espectrometria de absorcdo atdmica em forno de grafite (GFAAS) é o
meétodo de analise usado para determinar qualitativamente e quantitativamente
a presenca de metais. O método consiste em determinar a presenca e a
quantidade de um determinado metal em uma solugéo qualquer, usando como

principio a absorgéo de radiagao ultravioleta por parte dos elétrons. Os elétrons
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ao sofrerem um salto quantico depois de devidamente excitados por uma fonte
de energia, no caso a atomizacgao eletrotérmica em forno de grafite, a cerca de
2.000 °C devolvem a energia recebida para o meio, voltando assim para a sua
camada orbital de origem (FRESCHI et al., 2000).

Assim, este trabalho visou analisar o arsénio, dando énfase as formas
inorgéanicas do elemento e avaliar sua toxicidade em amostras de sedimento da
microbacia do Ribeirdo Guamium, bacia do Rio Piracicaba, Sao Paulo,
utilizando organismos zooplancténicos (um protozoario e um cladécero). Foram
também feitos ensaios de toxicidade aguda para As®*" e As®*, avaliando-se a
absorcao/adsorcdo do semi-metal em suas diferentes formas nesses mesmos

organismos.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivos gerais

O objetivo geral deste estudo foi avaliar a ocorréncia e as concentracoes
de arsénio no sedimento da bacia do Ribeirdo Guamium em uma abordagem
temporal e espacial. Foi também investigada a toxicidade aguda e a
bioconcentracdo deste semi-metal nas formas de As** e As® para o
protozoario (Paramecium caudatum) e para o cladocero (Ceriodaphnia

silvestrii) em condicfes de laboratério.
2.2. Objetivos especificos

— Determinar a toxicidade aguda do As®*" e As®* para o protozoario e o
cladocero estudados.

— Determinar a toxicidade de amostras de sedimento coletadas ao longo
do Ribeirdo Guamium.

— Determinar a concentracdo de As total bioacumulado nos organismos
utilizados nos testes de toxicidade.

— Determinar a concentragcdo de As biodisponivel e/ou As total no
sedimento do Ribeirdo Guamium em duas coletas, uma na estacdo de seca
e outra na estacédo de cheia.

— Determinar a concentracdo de As total no sobrenadante do sedimento
do Ribeirdo Guamium nas coletas realizadas nas estacdes de seca e cheia.

— Relacionar as concentracfes de As encontradas no sedimento com as
atividades antrépicas desenvolvidas na area de entorno da microbacia.

— Avaliar o potencial das analises quimicas estabelecidas para as
espécies de As inorganico no sedimento e sua correspondéncia com a
toxicidade obtida nos bioensaios.

— Comparar as formas de As inorganico obtidas pelos métodos quimicos
empregados com aquela predominante esperada para o elemento, segundo

o diagrama de estabilidade pH x Eh.
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3. JUSTIFICATIVAS

Atuando como corpos receptores de efluentes domésticos e industriais, 0s
ecossistemas aquaticos tém recebido grande quantidade de contaminantes
oriundos da crescente atividade antrépica, dentre os quais se encontram 0S
metais téxicos. Em virtude da estreita interacdo dos organismos aquéaticos com
0 meio, a bioacumulacdo e a biomagnificacdo desses metais nas cadeias
troficas podem induzir toxicidade a biota, podendo afetar o homem. Portanto,
estudos ecofisiolégicos envolvendo individuos dos primeiros niveis troficos
fornecem indicagdes sobre os efeitos desses agentes estressores ao ambiente.

Devido a sua importancia e ao elevado grau de deterioracdo em que se
encontra, a microbacia do Ribeirdo Guamium havia sido recentemente
incorporada ao programa de recomposicao florestal de areas permanentes
(APP) para o Estado de Sao Paulo, da Organizagdo Nao Governamental
S.0.S. Mata Atlantica, onde ja se deu inicio as atividades de preparo do solo e
plantio de 84.000 mudas de espécies de arvores nativas. Assim, considerando-
se que a formagéo dessa zona de prote¢cdo do corpo d’agua deva ocorrer em
um intervalo de tempo de aproximadamente 3 anos, este projeto se inseriu de
grande valia cientifica como um banco de dados de maxima relevancia, que
evidenciard futuramente o papel protetor e restaurador das APP no
ecossistema considerado.

Como informag6es sobre a qualidade ambiental da area de estudo eram
inexistentes, nada se conhecia sobre a ocorréncia e a distribuicdo do arsénio
ou outros elementos téxicos. Estas poderiam ser de origem natural, causada
pelas industrias de grande porte localizadas em seu entorno, e também por
atividades agricolas agravadas pela auséncia de APP. Existiam evidéncias de
que isso poderia ocorrer pelas atividades antrépicas existentes na area de
entorno da bacia, e também por um caso documentado de contaminacéo
antropica por As, em uma area proxima a microbacia, na qual ja havia sido
verificada a presenca do elemento no lencol freatico, sendo que a CETESB
interditou esta area. A origem das altas concentracfes de As se deu pela
deposicao de residuos de siderurgia e metalurgia nesta éarea agricola.

Do ponto de vista da contaminacgéao difusa, faz-se importante mencionar o

largo uso do herbicida Volcane (CH4AsO3Na) na regido, que possui As em sua
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molécula, o qual é empregado em pds-emergéncia na cultura da cana-de-
acucar, ha mais de 20 anos. Esta cultura representa 78% do uso do solo na
microbacia em estudo.

Considerando-se que o0 estabelecimento da qualidade de um corpo
d’agua deve levar em conta o seu sedimento e que a toxicidade € func¢édo do
estado de oxidagdo do elemento quimico e ndo de seu teor total, esse trabalho
se prop6s a determinar as espécies quimicas de arsénio que compdem sua
fracdo inorganica, empregando-se métodos tradicionais de analise e relacionar
com os valores de toxicidade obtidos para espécies nativas do zooplancton. A
andlise da bioconcentracdo desse elemento nos organismos zooplanctdnicos
visou avaliar o impacto do mesmo na rede trofica aquatica do ambiente

estudado.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Area de estudo e coletas

A microbacia do Ribeirdo Guamium, com 7.051 ha, encontra-se
totalmente inserida no municipio de Piracicaba (Tabela 1), Sdo Paulo, sendo
classificada entre aquelas que necessitam recuperacdo emergencial (Figura 1).

De acordo com a Tabela 1, a maior parte do solo desta microbacia tem
uso rural, com 5.477 ha (78% da &rea) com cultivo de cana-de-agucar, 491 ha
de florestas remanescentes e 243 ha de Areas de Preservacdo Permanente
(APP). A parte urbana da bacia é mista, permitindo o uso residencial, comercial
e industrial. Dentre as industrias, existem algumas de grande porte, como a
Arcellor Mittal, siderurgica produtora de aco; Klabin Papel e Celulose, maior
produtora, exportadora e recicladora de papéis do Brasil; e a Metallrgica

Santin, especializada em servigos de usinagem em geral.
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Figura 1. Vista geral do Ribeirdo Guamium e sua insercdo junto a bacia
hidrografica do Rio Piracicaba, SP (Adaptado do Projeto Aguamium, FEHIDRO
- PCJ, Bacias Hidrograficas dos Rios Piracicaba, Capivari e Jundiai, Piracicaba,

Séo Paulo)
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Tabela 1. Uso das terras por bacia hidrografica e APP em Piracicaba, Sdo Paulo (Fonte:

ATLAS RURAL DE PIRACICABA, 2004)

Bacia Hidrografica Area da % da Cana Pasto Floresta Areas em Floresta Urbano Agua Outros APP
bacia em bacia no Remanes- Regeneracio Exdtica
Piracicaba Municipio cente Matural

ha Yo ha Yo ha Yo ha %o ha Yo ha %o ha %% ha %o ha %% ha Yo
Carrego Capim Fino 1.627 100 1.404 BE% 38 2% BE 5% B3 5% 0 0% 3 0% 14 1% 0 0% 76 5%
Corrego da Pinga 2.881 o5 754 26% 1.701 59% o5 3% 136 5% 0 0% 0 0% 6 0% 189 7% 109 4%
Cormrego das Flores 619 100 160 26% 323 52% L 0% B0 13% 0 0% 0 0% 1 0% 0 0% 96 15%
Corrego do Ceveiro 2.180 100 1.722 79% 126 6% 179 B% 132 6% 0 0% 0 0% 22 1% 0 0% 271 12%
Carrego do Tangue 765 47 463 61% 4 1% 264 35% 23 3% 0 0% 0 0% 10 1% 0 0% 33 4%,
Carrego Godinho 2.239 100 1.656 T4% 334 15% 78 3% 153 7% 0 0% 0 0% 19 1% 0 0% 142 6%
Corrego Tamandupa 1.338 100 666 50% 118 9% 395 29% 155 12% 0 0% 0 0% 4 0% 0 0%a 2 | 7%
Ribeirdo Anhumas 7.538 100 2.516 33% 2.625 35% 1.221 16% 1.083 145, 0 0% 0 0% 55 1% 38 1% 673 9%
Ribeirdo Boa Vista 2.025 69 1.790 BB% 26 1% 133 7% L 3% 0 0% 0 0% 20 1% 0 0% 60 3%
Ribeirdo Cachoegira 1.334 100 1.024 F7% 181 14% 29 2% B85 6% 0 0% 0 0% 14 1% 0 0% 199 15%
Ribeirédo Cachoeira & Paramirim 2.667 37 2.301 BE% 65 2% 194 7% Bl 3% 0 0% 0 0% 26 1% 0 0% 140 5%
Ribeirdo Claro 3.223 100 264 9% 2.059 B4 %% 512 16% 344 11% ] 0% 0 0% 3 0% 11 0% 252 B%
Ribeirdo Congonhal B.302 90 2.855 34% 3.558B 43% 741 0% 1.096 13% 0 0% 0 0% 50 1% 3 0% B91 11%
Ribeiréo da Estiva 2.748 100 228 B% 1.638 60% 492 LB%| 361 13% 0 0% 0 0% 8 0% 21 1% 218 B%
Ribeirdo da Jibdia 10.399 100 4.203 40% 3.301 32% 1.379 13% 1.465 14%, 0 0% 0 0%a 49 0% 2 0% 1.175 11%
Ribeirdo da Wocoroca 2.531 100 BBS 35% 1.013 40 % 280 11% 291 12% 1 0% 0 0% 11 0% 49 2% 238 9%
Ribeirdo das Palmeiras 907 37 B22 01% 2 0% 52 6% 26 3% 0 0% 0 0% 4 0% 1 0% 42 5%
Ribeirédo do Enxofre 1.797 100 426 24% 210 12% 58 3% 115 6% 0 0% 977 54% 11 1% 0 0% 155 9%
Ribeirdo do Matdo 1.203 45 041 78% 59 5% 142 12% 53 494 0 0% 0 0% 7 1% 0 0% 148 12%
Ribeirdo do Pareddo Vermelho 4.930 100 1.827 37% 1.413 2005 B18 17% 433 0% 420 O 0 0% 16 0% 3 0% 317 6%
Ribeirdo do Pau Dalho 3.648 100 1.029 28% 1.653 45% 464 13% 481 13% 0 0% 0 0% 17 0% 4 0% 368 10%
Ribeirdo Dois Corregos 2.818 100 1.540 55% 109 4% 269 10% 140 5% 0 0% 726 26% 34 1% 0 0% 160 6%
Ribeirdo dos Marins 5583 100 2.5964 50% 1.563 26% 494 B% 763 13% 0 0% 163 3% 35 1% 1 0% 590 10%
Ribeirdo dos Patos 5.001 100 1.028 21% 2.190 449 730 15% B71 17% 0 0% 0 0% 12 0% 171 3% 366 7%
Ribeirdo dos Pintos 3.009 76 286 10% 1.725 57% 457 15% 500 17% 0 0% 0 0% 15 1% 26 1% 274 9%
Ribeirédo dos Ponces 1.851 34 952 51% 722 39% 35 2% 137 7% ] 0% 0 0% - 0% 1 0% 210 11%
Ribeirdo Granal 1055 100 £02 560G 235 220 35 30 F i i ] (%% 0 0% 17 2% ] 0% 123 12084

| Ribeirdo Guamium 7.051 100 5477 780 182 30 491 T 330 504 0 0% 485 7T B5 10 i 0% 243 ELTE |

Ribeirdo Itapeva 678 100 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 678 100% 0 0% 0 0% 0 0%
Ribeiréo Limoeiro 2.154 58 928 43% 683 32% 199 0% 337 16% 0 0% 0 0% 8 0% 0 0% 286 13%
Ribeirdo Pau Dalhinho 1.437 100 969 67 % 254 18% 64 4% 136 9% 0 0% 0 0% 12 1% 1 0% 145 10%
Ribeirdo Pedemeiras 2.194 30 Bl6 37% 548 39% 124 6% 397 18% 0 0% 0 0% 9 0% 1 0% 276 13%
Ribeirdo Piradicamirim 5.465 42 2.809 51% 271 5% 318 6% 245 494 0 0% 1.784 33% 35 1% 3 0% 307 6%
Ribeirédo Tijuoo Preto 4.400 47 3.036 69% 241 5% 370 B% 315 7% 205 5% 142 3% a0 2% 3 0% 282 6%
Rio Corumbatai 7.088 100 4.015 57% 503 7% 1.004 14% 598 B% 0 0% 5584 B% 372 5% 2 0% S 7%
Rio Piracicaba 19.986 100 7.966 40% 4.549 23% 1.250 BE% 1.484 7% i 0% 2.300 12% 2.404 12% 32 0% 1.821 9%
Rio Tieté 3.467 100 1.534 440 443 13% 221 E% 263 B% 0 0% 0 0% 642 19% 365 11% 282 B%
Total 138.538 62.978 45% 34.965 25% 13.725 10% 13.323 10% 627 0% 7.851 6% 4.140 3% 930 1% 11.566 8%
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Em um total de 9 pontos sequencialmente dispostos no canal principal
(Fig. 2), duas amostragens foram efetuadas no periodo de 1 ano, sendo uma
na estagéo seca, em 24 de julho de 2008 e outra na estagao chuvosa, em 9 de
marco de 2009. Com esta abrangéncia foram sendo monitoradas areas de
drenagem com caracteristicas distintas que compdem a bacia hidrografica do
Ribeirdo Guamium, como area moderadamente urbanizada pelo Distrito de
Tanquinho (Pontos 0 e 1); &rea industrializada e com forte pressdo urbana no
trecho final da bacia (Pontos 6, 7 e 8) e, em posicado intermediaria, area de
vocacao fortemente agricola, com predominancia da lavoura canavieira e
pastagens no trecho médio da bacia (Pontos 2, 3, 4 e 5). Os 9 pontos de
amostragem correspondem ao Ponto da Nascente (P0), Ponto do Bairro de
Tanquinho (P1), Ponto da Usina Capuava (P2), Ponto da Estacdo de
Tratamento de Esgoto Sao Jorge (P3), Ponto da Fazenda da APTA (P4), Ponto
do Disque Animais (P5), Ponto do Condominio (P6), Ponto do Clube Atlético
(P7), e Ponto do Matadouro (P8).
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Figura 2. Bacia do Ribeirdo Guamium contendo o0s respectivos pontos de coleta (Fonte: Google Earth)




Os pontos amostrados foram selecionados, tendo inicio no Ponto 0 (22°
33’ 18.49” S; 47° 35’ 56.08” O), sendo este o mais proximo da nascente. Neste
local foi encontrada uma maior quantidade de vegetacédo natural em relacéo
aos outros pontos, porém ha uma vasta area no entorno com plantio de cana-
de-acucar ameacando a hascente.

O Ponto 1 (22° 34’ 04.93” S; 47° 36’ 14.53” O) esta localizado em
Tanquinho, um pequeno bairro de Piracicaba com aproximadamente 2.000
moradores (SECRETARIA DE DESENVOLVIMENTO ECONOMICO, CIENCIA
E TECNOLOGIA, 2010). O acesso ao ponto de coleta foi cedido com
autorizacdo do proprietario do terreno, no qual o Ribeirdo se encontrava repleto
de vegetacédo aquatica conhecida como taboa.

ApoOs o bairro de Tanquinho, a uma distancia aproximada de 6 km,
encontra-se o Ponto 2 (22° 37’° 24.81” S; 47° 36’ 25.86” O), area rural na qual o
corpo d’agua se encontra extremamente dominado pelo plantio de cana-de-
acucar, nos arredores da Usina Capuava Ltda (Fig. 3).

Na entrada da captacdo de agua do Ribeirdo Guamium, local de estacéo
de tratamento de esgoto (ETE) Sao Jorge, esta localizado o Ponto 3 (22° 39’
54.72” S; 47° 38’ 08.55" O), como pode ser visto na Fig. 4. Esta estacdo se
destina ao tratamento primario, com uso de aguapé, e o entorno é
caracterizado pela presenca de cana-de-acUcar e pouca vegetacao arbustiva.

O Ponto 4 (22° 40’ 35.81” S; 47° 38’ 31.54” O) esta localizado na Fazenda
do Estado - APTA, no bairro Vila Fatima, area que se encontra em processo de
recuperacdo da mata ciliar com plantio de mudas, sob encargo da Organizacao
Ndo Governamental S.0.S. Mata Atlantica. Nesta area, observaram-se
vestigios da ocupacdo de capivaras, além de vegetacdo aquatica com
predominio de taboa e, ao redor, plantac6es de cana-de-acucar.

Na mesma Fazenda da APTA, temos o Ponto 5 (22° 40’ 57.25” S; 47° 38’
57.93” O), local de pouca vegetacédo arbustiva e com presenca de cana-de-
acucar (Fig. 5). Esta area é utilizada pela prefeitura como abrigo para animais
de grande porte, 0os quais sdo abandonados nas ruas, sendo popularmente
chamada de Disque Animais.

O Ponto 6 (22° 40’ 56.67” S; 47° 39’ 13.19” O) esta situado ao lado de um
condominio, sendo este o ponto inicial das atividades urbanas mais intensas

(Fig. 6). Aparentemente a agua estd em bom estado, com aparéncia incolor e
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ha uma boa aeracdo local, devido a presenca de rochas e vestigios de
vegetacao arbustiva.

O Ponto 7 (22° 41’ 17.40” S; 47° 39 52.25” O) se encontra ap6s o bairro
Vila Industrial, préximo a Metalirgica Santin Ltda. Este possui
aproximadamente 1 km de distancia do ponto anterior, sendo notéria a
presenca de lixos nas margens do Ribeirdo, ocasionando assim aguas sujas e
fortes odores.

As mesmas condi¢cdes de poluicdo do ponto anterior foram encontradas
no Ponto 8 (22° 41’ 24.19” S; 47° 40’ 21.66” O), situado proximo ao Rio
Piracicaba e do antigo matadouro (Fig. 7).

Figura 3. Ponto de coleta da Usina Capuava (P2), area rural na qual o corpo
d’agua se encontra extremamente dominado pelo plantio de cana-de-agucar
(Foto: Cleber Valim Alexandre)
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Figura 4. Ponto de coleta da Estacdo de Tratamento de Esgoto S&o Jorge
(P3), local caracterizado pela presenca de cana-de-acucar e pouca vegetacao

arbustiva (Foto: Cleber Valim Alexandre)

Figura 5. Ponto de coleta do Disque Animais (P5), localizado a montante da
represa do Ribeirdo Guamium, area de pouca vegetagdo arbustiva e com
presenca de cana-de-acucar (Foto: Cleber Valim Alexandre)
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JBICIeber Valim Alexandre

Figura 6. Ponto de coleta do Condominio (P6), ponto inicial das atividades

urbanas mais intensas (Foto: Cleber Valim Alexandre)

Figura 7. Ponto de coleta do Matadouro (P8), situado préximo ao Rio
Piracicaba, com notoria presenca de lixos nas margens, ocasionando assim

aguas sujas e fortes odores (Foto: Cleber Valim Alexandre)
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4.2. Analises quimicas das amostras de sedimento

As amostras de sedimento de fundo foram coletadas da regido marginal
do Ribeirdo, em duplicata com auxilio de um amostrador manual comum,
construido em acido inoxidavel (Fig. 8) e transferidas cuidadosamente para
embalagens plasticas com tampa, com 0,5 L de capacidade. As amostras
foram mantidas em caixas de isopor, com gelo, para transporte até o
laboratorio. Uma das repeticbes foi empregada para a determinacdo dos
potenciais de o6xido-reducdo (Eh) e potencial hidrogeniénico (pH), sendo a
outra, congelada até inicio dos ensaios de toxicidade. Em ambas as
campanhas de coleta, foram tomadas medidas de varidveis fisico-quimicas da
agua (temperatura, oxigénio dissolvido e condutividade elétrica) de cada ponto
de coleta, utilizando-se um medidor Horiba, modelo U-20XD.

As determinagbes de Eh e pH foram efetuadas diretamente nas camadas
subsuperficiais dos sedimentos, sendo conduzidas com auxilio de eletrodos da
marca Radiometer, modelos MC3051PT-9 e pHC2051-8, respectivamente.
Ambos os eletrodos foram utilizados alternativamente em um mesmo pHmetro
Radiometer, modelo PHM210, através de leituras diretas. Essas variaveis
foram empregadas para a constru¢do do diagrama de estabilidade do arsénio
(BROOKINS, 1988). Apos essas afericdes, as amostras foram preparadas para

as determinac8es quimicas de As total, As®" e As™*.

Figura 8. Coletor de sedimento utilizado nas coletas (Foto: Cleber Valim
Alexandre)
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Estas amostras de sedimento foram secas em bandejas plasticas a
temperatura ambiente e destorroadas em almofariz. O peneiramento das
mesmas foi conduzido sequencialmente em peneiras de malha de 1 mm e de
63 um de porosidades. Aliquotas do peneirado foram submetidas as extragdes
da fracdo biodisponivel de As em meio de 1 mol L™ HCI (MOZETO, 2001) e
também quanto aos teores de As total, obtido pelo ataque da amostra com
agua régia. As fracbes inorganicas de As®*" e As®" foram obtidas com e sem
reducdo de solucédo de iodeto de potassio/acido ascorbico para consequente
determinacao do elemento em reacdo com a solucdo de borohidreto de sodio,
através da técnica de espectrometria de fluorescéncia atbmica (AFS)
(CLESCERL et al., 2005), em espectrometro marca PSAnalytical Ltda., modelo
Millenium Excalibur. As concentracdes de As>" para ambas as extracées (total
e biodisponivel) foram obtidas pela diferenca entre o As total e As®". Para a
coleta realizada na estacao seca, as amostras de sedimento foram submetidas
ao procedimento de atague da amostra com agua régia para obtencdo do As
total, As*>" e As® com e sem reducédo de solucéo de iodeto de potassio/acido
ascorbico. Ja para a coleta da estacdo chuvosa, as amostras passaram pelos
mesmos procedimentos e também foram submetidas as extracdes da fracédo
biodisponivel, em meio de 1 mol L™ HCI. Todas as determinacdes foram feitas
em triplicata e o processo de extracdo empregado para as amostras foi
monitorado através do uso de Material de Referéncia Certificado WQB-1,
produzido pelo National Water Research Institute - NWRI (1994), constituido de
sedimento do Lago Ontario, no Canada.

A especiacdo quimica do semi-metal As € de grande importancia, pois ha
diferencas significativas na toxicidade das diferentes formas do elemento,
sendo as formas inorganicas mais toxicas do que as organicas. Por estas
raz0es procurou-se utilizar procedimentos simples, integrados, os quais
permitissem levar a conhecer as formas inorganicas mais comuns do elemento.
Assim também, bioensaios de toxicidade aguda foram realizados, conhecendo-
se as formas quimicas do As, e o diagrama de estabilidade pH x Eh do
elemento construido, sendo mais uma referéncia do provavel estado de

oxidacdo do As esperado para as amostras coletadas.
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4.3. Cultivo dos organismos utilizados nos testes de toxicidade

4.3.1. Cultivo monoxé&nico do protozoario ciliado Paramecium caudatum

Os protozoarios ciliados sdo numerosos em ambientes aquaticos e em
todos os tipos de sistemas de tratamento biologico (MADONI et al., 1993, 1996;
AMANN et al., 1998), pois exercem um importante papel na purificagcdo e no
equilibrio da comunidade aquatica, além de melhorar a qualidade dos efluentes
em estacOes de tratamento de esgoto pela remocdo da maioria das bactérias
dispersas (CURDS et al., 1968; MADONI et al., 1994; SALVADO" et al., 1995;
MADONI, 2002, 2003).

O ciliado Paramecium caudatum utilizado no presente estudo é um dos
protozoarios mais conhecidos, sendo normalmente encontrado no hipolimio,
nas camadas superficiais do sedimento, ou pode estar associado as raizes de
macrofitas (Fig. 9). Ele foi escolhido por ser cosmopolita, de facil manutencéo
em cultura, ter alta tolerancia a grandes concentracfes de matéria organica e
ser capaz de viver no sedimento.

Para seu cultivo foram utilizados 10 mL de uma suspensao da bactéria
Enterobacter aerogenes em agua Minalba® estéril (composicéo quimica em mg
L™ bario - 0,020; estroncio - 0,021; célcio - 16,88; magnésio - 8,76; potassio -
1,18; sodio - 0,87; cloreto - 0,22; bicarbonato - 98,78; sulfato - 0,20; fluoreto -
0,05 e nitrato - 0,20), na concentracdo de 10° organismos mL™, em tubos de
ensaio contendo agar ndo nutriente inclinado e um gréo de arroz, com casca,
previamente autoclavado (Fig. 10).

Esse meio de cultura é adequado para protozoarios bacterivoros, onde o
protozoario cultivado se alimenta de E. aerogenes que, por sua vez, utiliza o
grao de arroz. Para a manutencdo das linhagens em cultura, elas foram

repicadas pelo menos uma vez ao més para meios de cultura novos.
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Figura 9. Protozoario ciliado Paramecium caudatum utilizado nos testes de

toxicidade (Fonte: http://www.moniqueslivefishfoods.co.uk/contents/media/)

Figura 10. Tubo de ensaio contendo agar ndo nutriente inclinado e um gréao de
arroz com casca, utilizado como meio de cultura para protozoarios bacterivoros

(Foto: Henrique Cezar Alves)
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4.3.2. Meio de cultura padrao para cladéceros

Os Cladocera constituem um dos mais representativos componentes do
plancton de &gua doce, onde sdo importantes nas redes troficas,
principalmente de habito herbivoro filtrador, desempenhando o papel de
consumidores primarios.

Ceriodaphnia silvestrii Daday, 1902 € uma espécie nativa, comum em
ecossistemas de agua doce do Brasil (Fig. 11). Ela foi escolhida por ser bem
adaptada as condicdes de laboratério e por apresentar uma alta sensibilidade a
produtos quimicos, além de exercer um papel fundamental na comunidade
aquatica, a de servir como proteina animal de alto valor nutricional para peixes.

Os cultivos de C. silvestrii foram mantidos em incubadoras com
temperatura de 25 £2 °C, e fotoperiodo controlado de 12 h (claro)/12 h (escuro)
(Fig. 12). Para o cultivo de C. silvestrii foi utilizada agua reconstituida com as
seguintes caracteristicas: pH 7,0 a 7,6 e dureza entre 40 e 48 mg CaCO3 L™,
seguindo as normas padronizadas da ABNT (2004; 2005). Esta 4gua constitui-
se de agua processada, ajustada para pH e dureza requeridos pelo organismo-
teste, utilizada para cultivo e diluicdo. Os microcrustaceos foram alimentados
com suspenséo algal de Pseudokirchneriella subcapitata, na concentracao de 1
x 10° células mL™ e alimento composto (levedura e racéo de peixe fermentada

na proporcdo de 1:1) em uma concentracéo de 1 mL L™,
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Figura 11. Cladocero Ceriodaphnia silvestrii utilizado nos testes de toxicidade

(Fonte: http://species.wikimedia.org/wiki/Ceriodaphnia_silvestrii)

Figura 12. Incubadora com temperatura e fotoperiodo controlados contendo os
cultivos de C. silvestrii em béqueres de 2 L
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4.4. Testes de sensibilidade (controle positivo) dos organismos

utilizados nos bioensaios

O controle das condices fisiologicas dos lotes de organismos utilizados
nos testes ecotoxicolégicos foi realizado anteriormente a estes por meio de
testes de sensibilidade (controle positivo) a uma substancia de referéncia,
sendo no estudo o NaCl p.a. Para ambas as espécies, seguiu-se a mesma
metodologia utilizada nos testes de toxicidade aguda, utilizando solucéo de
NaCl em diferentes concentracdes: 0,0 (controle negativo); 1,0; 2,0; 3,0; 3,5 e
4,0 g L™ para o protozoério e 0,0 (controle negativo); 0,6; 1,0; 1,3; 1,6 e2,2g L’
! para o cladécero. Estas foram definidas de acordo com a CENO(I) = maior
concentracdo nominal do agente téxico que nao causa efeito deletério
estatisticamente significativo na sobrevivéncia dos organismos, nas condi¢cdes
de teste e a CEO(I) = menor concentra¢cdo nominal do agente tdéxico que causa
efeito deletério estatisticamente significativo na sobrevivéncia dos organismos,
nas condicbes de teste (ABNT, 2004; 2005). As concentracbes foram
preparadas a partir de uma solucéo estoque (10 g L™ NaCl), utilizando-se a
adgua de cultivo dos respectivos organismos como agua de diluicdo. Apos o
periodo de exposicdo de cada organismo, registrou-se 0 numero de
organismos imoveis ou mortos, através da observag¢do sob lupa, para célculo
da CLsp; 24 h, concentracdo nominal que produz mortalidade em 50% da
populacdo do protozoario comparado com os controles e CE(l)so; 48 h,
concentracéo efetiva inicial mediana que causa efeito agudo (imobilidade ou
mortalidade) a 50% da populacdo do clad6cero no tempo de exposicao, nas
condicbes do teste. Os protozoarios foram considerados adequados para
serem utilizados nos testes ecotoxicolégicos quando o valor da ClLso;, 24 h
estava dentro da faixa de sensibilidade determinada nos testes preliminares
realizados e, no caso dos cladéceros, quando o valor da CE(l)so; 48 h estava
dentro da faixa de sensibilidade estabelecida, segundo testes realizados ao
longo dos anos no Laborat6rio de Ecotoxicologia da UFSCar, em Sao Carlos.

Como parte integrante do protocolo foi realizado o controle negativo em
todos os testes, utilizando-se apenas agua de cultivo dos organismos, que visa
confirmar que o método, os materiais e as solucbes empregadas nédo

continham materiais toxicos que poderiam interferir na analise das amostras.
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Os controles negativos ndo foram considerados validos e os testes foram
repetidos quando a porcentagem de organismos imoveis ou mortos excedeu

10% nos controles.

4.5. Bioensaios - efeitos do arsénio e das amostras de sedimento nas

respostas biolégicas do protozoério e do cladécero

4.5.1. Bioensaios para verificar a toxicidade das amostras de sedimento

Para os testes com sedimento, as amostras provenientes dos 9 pontos de
coleta nas duas amostragens realizadas nas esta¢cfes de seca e cheia foram
descongeladas a temperatura ambiente, sendo pesadas e distribuidas em
recipientes, mantendo-se a propor¢cao de 4:1 (peso) de agua de cultivo dos
organismos e sedimentos, respectivamente (USEPA, 1994). Apos
sedimentacao por 24 horas, retirou-se o liquido sobrenadante (Fig. 13). Essa
solucéo foi utilizada a 100% para exposi¢cédo dos organismos-teste.

Tanto para o sobrenadante empregado nos testes de toxicidade do
sedimento, quanto para o controle negativo (somente agua de cultivo dos
organismos), foram determinados o pH (pHmetro Quimis, modelo Q400A), a
condutividade elétrica (condutivimetro Digimed, modelo DM3) e a dureza
(titulometria com EDTA), no inicio e no final dos testes. Para o protozodrio,
apenas foi determinado o pH do sobrenadante, devido ao pequeno volume
utilizado para os testes.

Os resultados foram expressos através da porcentagem de organismos
mortos resultantes, apds 24 h (protozoarios), e de organismos iméveis ou
mortos resultantes, apds 48 h (cladoceros), sendo empregado para analise
estatistica o teste de Fisher do programa TOXSTAT 3.3 (GULLEY et al., 1991).

Considerando que foram utilizadas amostras sem diluicdo, os resultados
dos testes foram expressos de forma qualitativa, ou seja, como “téxico” ou “néo
toxico”, confirmados por meio de analise estatistica (teste de Fisher) (ABNT,
2004).
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Figura 13. Béquer contendo a amostra de sedimento em processo de
sedimentacao, na proporcédo de 4:1 (peso) de agua de cultivo dos organismos e

sedimentos, respectivamente

Com o sobrenadante das amostras de sedimento, determinaram-se as
concentracbes de As total deste liquido através da técnica de espectrometria
de absorcdo atbmica com atomizacéao eletrotérmica em forno de grafite (Tépico
4.6. abaixo).

4.5.2. Bioensaios com 0 protozodario Paramecium caudatum para verificar

a toxicidade aguda do arsénio

Os experimentos com P. caudatum foram modificados a partir da
metodologia descrita por Madoni e Romeo (2006) e foram realizados em
microplacas de cultivo de poliestireno estéreis com 24 pogos, modelo 3524,
marca Costar (Fig. 14), sob temperatura de 30 °C, pH 8,0 e no escuro,
definidos em experimentos de otimizacédo de cultivo (MIRANDA et al., 2008).
Os experimentos tiveram duragédo de 2 e 24 horas, sendo o ultimo com leituras
de 2 em 2 horas pelo tempo de geracdo desta espécie ser de
aproximadamente 5,3 horas (MIRANDA et al., 2008). Em cada perfuracao foi
avaliado um tratamento (controle negativo e diferentes concentracdes de AS),

sendo feitas 4 réplicas. As solucdes estoque de As®*" e As®* foram preparadas
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na concentracdo de 1.000 mg L™ e volume final de 250 mL cada, sendo estas
utilizadas nas diluicbes com agua destilada para o preparo das solucbes
trabalho e, a partir destas, foram diluidas com dgua Minalba® estéril no preparo
das concentracbes de As utilizadas nos experimentos. Esta agua mineral
também foi utilizada na realizacdo do controle negativo. No preparo da solucéo
de As*, utilizou-se o sal NazAsOs; (0,43 g), além de solucdo Kl/aa nas
porcentagens 2% (v/v) - 50% iodeto de potéassio + 10% &cido ascorbico (5,0
mL) em meio de solucdo 5% (v/v) HCI, completando-se, ao final, com agua
ultra pura Milli-Q® (Millipore, Bedford, MA, EUA). No preparo da solucdo de
As>*, utilizou-se o sal NazAsO, (1,04 g) em meio de solucdo 5% (v/v) HCI,
completando-se o volume com agua Milli-Q®. Em cada pogo foi adicionado 1
mL da solucdo a ser avaliada, juntamente com 10 protozoarios originados de
uma pré-cultura em fase logaritmica de crescimento (72 horas), incubada nas
condi¢des o6timas pré-definidas no experimento realizado por Miranda et al.
(2008). As concentracbes de As** testadas foram 0,0 (controle negativo); 0,6;
0,65; 0,7; 0,75 e 0,8 mg L™ e as de As>" foram 0,0 (controle negativo); 2,0;
2,25; 2,5; 2,75 e 3,0 mg L*, estabelecidas apés a realizacdo de testes
preliminares, definidos de acordo com a ABNT (2004; 2005), na qual se
considera a CENO(l) = maior concentracdo nominal do agente téxico que nao
causa efeito deletério estatisticamente significativo na sobrevivéncia dos
protozoarios, nas condicdes de teste e a CEO(l) = menor concentracao
nominal do agente téxico que causa efeito deletério estatisticamente
significativo na sobrevivéncia dos protozoarios, nas condicdes de teste,
comparado com os controles. Os protozoarios ndo foram alimentados durante
a execucdo dos experimentos. No inicio e no final do teste foram realizadas
apenas medidas de pH, devido ao menor volume utilizado nos ensaios.
Realizou-se 2 analises independentes, uma determinando a
concentracdo meédia letal em 2 h de exposicdo (2 h CLsp = concentracdo
nominal que produz mortalidade em 50% da populagdo do protozodrio
comparado com os controles), repetida 10 vezes e outra, com duracédo de 24 h,
com leituras em intervalos de 2 h, sendo cada tratamento checado em lupa
quanto a mortalidade, divisdo ou sobrevivéncia dos protozoarios. Com esses
experimentos foi possivel predizer valores da ClLsp em uma ampla faixa de

concentracdes de As em varios tempos de exposi¢ao.
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Figura 14. Microplaca de cultivo com 24 pocos, destinada aos testes de

toxicidade com o protozoario P. caudatum

4.5.3. Bioensaios com o claddcero Ceriodaphnia silvestrii para verificar a

toxicidade aguda do arsénio

Os procedimentos metodologicos foram realizados de acordo com Norma
Técnica padronizada (ABNT, 2004; 2005). Os experimentos de toxicidade
aguda consistiram na exposi¢cao de 5 neonatas com menos de 24 horas de
idade por réplica, a diferentes concentracées de As®*": 0,0 (controle negativo);
10%; 10 10% 103 102 e 10" mg L?, e As®": 0,0 (controle negativo); 5 x 107;
10% 5 x 10% 10" 5 x 10" e 1,0 mg L™, estabelecidas apds a realizacéo de
testes preliminares, definidos de acordo com a CENO(l) e a CEO(l). Os
organismos-teste provenientes do cultivo foram capturados, com o auxilio de
uma micropipeta de Pasteur de ponta arredondada com 2 mm de diametro. O
teste de toxicidade foi realizado em recipientes plasticos de poliestireno
atoxicos contendo 10 mL de solucao teste, que receberam as amostras com
diferentes concentracdes a serem testadas juntamente com 5 neonatas (Fig.
15). Para cada concentracdo de As** e As®* foram estabelecidas cinco réplicas
e um controle negativo, realizado com a agua de cultivo, no caso a
reconstituida, ajustada para pH e dureza requeridos pelo organismo-teste. As

solucdes estoque e de trabalho de As®** e As®* utilizadas nos experimentos
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foram as mesmas preparadas nos ensaios com protozoarios, descritas no item
anterior. Os experimentos foram mantidos sob a mesma temperatura dos
cultivos-estoque, sem iluminacéo e alimentagdo (Fig. 16). No inicio e no final
dos testes foram realizadas medidas das variaveis pH, condutividade elétrica e
dureza. Apés o periodo de exposicao de 48 h, procedeu-se a contagem dos
organismos imoveis sob lupa, e os resultados foram expressos como
porcentagem de organismos imoéveis para o calculo da concentragéo efetiva
inicial mediana CE(l) da substancia toxica, que causa efeito a 50% da
populacdo de cladécero exposta (HAMILTON et al., 1977). Os dados foram
comparados com o controle utilizando-se o programa estatistico Trimmed

Spearman-Karber.

Figura 15. Recipientes plasticos de poliestireno atdéxicos contendo 10 mL de
solucéo teste, utilizados nos testes de toxicidade aguda com o cladocero C.
silvestrii
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Figura 16. Incubadora utilizada para o experimento de toxicidade aguda com o
cladécero C. silvestrii

4.6. Determinacdo da concentracdo de As total nos protozoarios e
cladoceros

Arsénio total dissolvido inclui todas as espécies de As presentes em uma
amostra. Neste trabalho, as determinacdes de As total dissolvido na 4gua de
cultivo no inicio e final dos experimentos, e no sobrenadante das amostras de
sedimento foram realizadas em espectrometro de absor¢cdo atbmica com
atomizacédo eletrotérmica em forno de grafite (Varian, GTA 100 SpectrAA -
800), equipado com corretor Zeeman transversal e aquecimento longitudinal
(Fig. 17).

Todas as solugcdes foram preparadas empregando-se reagentes de alta
pureza analitica e agua ultra pura Milli-Q® (Millipore, Bedford, MA, EUA).

Para a determinacdo do As total nos organismos (As total particulado)
foram realizados experimentos modificados a partir da metodologia descrita por

Nogueira (2007). Ao final dos experimentos de toxicidade, os organismos
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sobreviventes e, no caso, 0s mortos da maior concentracdo utilizada foram
transferidos para membranas de policarbonato de 25 mm de didametro e 0,8 um
de diametro de poro (Whatman) previamente numeradas e pesadas em
balanca analitica OHAUS, modelo AS200 (Ohaus Corporation, Florham Park,
NJ, EUA). Posteriormente, as membranas contendo os organismos foram
colocadas em estufa a uma temperatura de 60 °C por 48 h (Fig. 18). Apos este
procedimento, essas membranas foram pesadas novamente para estimativa de
peso seco (dw) e transferidas para frascos de policarbonato, onde foi feita a
digestdo Aacida, adicionando-se 2 mL de HNOs; 4 mol L e 1 mL de H,0, em
cada amostra. As amostras contendo os organismos, HNO3z; e H,O, foram
transferidas para uma estufa a 90 °C (Fig. 19), onde permaneceram por 48 h
(LORES et al.,, 1999). Apés digestdo acida, o volume da amostra foi
completado para 5 mL com agua Milli-Q® em uma concentracéo final de 1,6
mol L™, para posterior determinacdo em espectrémetro de absorcdo atdmica
com forno de grafite.

Para obtencdo do As adsorvido na superficie celular, realizou-se um
experimento com 0s organismos vivos e mortos retidos da penultima
concentragéo utilizada nos testes. Estes foram ressuspendidos em 2 mL de
solucdo quelante, constituida de EDTA (&cido etilenodiaminotetraacético), em
concentracdo de 1 x 102 mol L* e pH 7,0 por 30 s (MIRIMANOFF &
WILKINSON, 2000). Posteriormente, o volume foi ajustado com agua Milli-Q®
para 5 mL, onde a concentracdo final de EDTA foi de 4 x 102 mol L. A
amostra foi transferida para membranas de policarbonato de 25 mm de
diametro e 0,8 um de diametro de poro (Whatman) com o auxilio de capilares e
micropipetas de Pasteur, sendo estas membranas previamente lavadas em
banho com solucdo 10% v/v de HNOs;. A membrana contendo os organismos
foi usada para determinacdo de As intracelular e submetida a digestdo acida,
adicionando-se sobre os mesmos 2 mL de HNO3z 4 mol LY e 1 mL de H,0, e,
posteriormente, transferidos para uma estufa a 90 °C, onde permaneceram por
48 h. Apés a digestdo, o volume da amostra foi ajustado para 5 mL com agua
Milli-Q®. As concentracdes de As total dissolvido e As intracelular foram
determinadas através de espectrometro de absorcdo atdbmica em forno de
grafite (GFAAS), utilizando-se um equipamento Varian, GTA 100 SpectrAA -
800.
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Para efeito de avaliacdo do procedimento empregado no preparo da
amostra, foi realizado o controle negativo em todos os testes, utilizando apenas
agua de cultivo dos organismos, que visa confirmar que o método, os materiais
e as solucbes empregadas nao continham materiais toxicos que poderiam

interferir na analise e quantificacdo de As nas amostras.

Figura 17. Espectrobmetro de absorcdo atdmica em forno de grafite (GFAAS)
utilizado na determinacéo das concentragfes de As total na agua de cultivo, no

sobrenadante do sedimento e nos organismos-teste

Figura 18. Estufa a 60 °C por 48 h para secagem das membranas contendo os

organismos
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Figura 19. Estufa a 90 °C por 48 h para digestdo acida dos organismos em

frascos de policarbonato

4.6.1. Determinacdo da concentracdo de As total no protozoario

Paramecium caudatum

A &gua de cultivo-estoque (50 mL) contendo os ciliados P. caudatum foi
filtrada com auxilio de rede de 10 uym de abertura de malha e os organismos
retidos foram ressuspendidos em &gua Minalba® estéril. Uma aliquota de 1 mL
desta agua foi retirada e fixada com 1 mL de lugol acido para contagem dos
organismos (LORES et al., 1999). No caso da impossibilidade de se estimar o
peso seco, trabalha-se com namero de individuos (pg x individuo As); por isso
a importancia da contagem dos protozodrios antes e ap0s o periodo de
exposicdo. Um inéculo de 2 mL da agua ressuspensa de P. caudatum foi
adicionado a cada tratamento, sendo realizadas trés réplicas de 5 mL cada,
além do controle negativo, realizados em microplacas de cultivo. Ap6s 24 h, 1
mL foi novamente retirado para contagem dos organismos vivos e parte da
cultura (10 mL de cada tratamento) foi filtrada em membranas de policarbonato,
sendo os protozoarios retidos por meio de capilares. O filtrado foi separado
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para determinacdo da concentracdo final de As dissolvido do experimento,
enquanto a membrana contendo os ciliados foi preparada para anélise de As

total particulado.

4.6.2. Determinacdo da concentracdo de As total no cladécero

Ceriodaphnia silvestrii

Os claddceros C. silvestrii provenientes do cultivo (2 L cada cultivo-
estoque) foram capturados, com o auxilio de uma micropipeta de Pasteur de
ponta arredondada com 2 mm de diametro, e o0s organismos foram
ressuspendidos em &gua reconstituida, descrita anteriormente. O teste de
toxicidade foi realizado em recipientes plasticos de poliestireno atdxicos
contendo 50 mL de solucao teste, que receberam as amostras com diferentes
concentracbes a serem testadas juntamente com os cladéceros de cada
cultivo-estoque, sendo realizadas trés réplicas, além do controle negativo. Apos
48 h, os organismos foram capturados em membranas de policarbonato,
previamente pesadas para contagem de individuos e estimativa de peso seco
(ug x g™ dw As). O filtrado foi separado para determinacdo da concentracédo
final de As dissolvido do experimento, enquanto a membrana contendo os

cladéceros foi preparada para analise de As total particulado.

4.6.3. Determinacdo dos teores totais de arsénio na agua de cultivo, no

sobrenadante do sedimento e nos organismos-teste

A espectrometria de absor¢géo atomica em forno de grafite (GFAAS) foi
empregada para a determinacdo dos teores totais de As na agua de cultivo no
inicio e final dos experimentos, no sobrenadante das amostras de sedimento e
nos organismos-teste, de acordo com o realizado por Dionisio (2009). Para
isso, utilizou-se uma solucéio de 1.000 mg L™ de paladio (Pd) como modificador
quimico, com a introdugdo de 5 pL de modificador. A Tabela 2 mostra as
condi¢cbes operacionais adotadas. O programa de aquecimento foi estabelecido
utilizando uma solucdo contendo 50 pg L™ de As, em meio de 0,1% v/v HNOs.

O programa estabelecido esta apresentado na Tabela 3.
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Tabela 2. Condi¢des operacionais do espectrometro de absor¢cdo atdbmica em
forno de grafite (GFAAS) (Fonte: DIONISIO, 2009)

Corrente da lampada 10 mA
Resolucao espectral 0,2 nm
Comprimento de onda 193,7 nm
Modificador quimico Pd

Volume de amostra 25 uL
Volume de modificador 5uL

Tabela 3. Programa de aquecimento do espectrometro de absor¢do atdbmica
em forno de grafite (GFAAS) para a determinacdo de As (Fonte: DIONISIO,
2009)

Tempo (s) Vazao do géas

Etapa Temperatura (°C) -

(rampa, patamar) (L min™)
Secagem 90 5, 40 3,0
Secagem 120 10,5 3,0
Pirdlise 700 5,2 3,0
Atomizacéao 2.300 1,2 0,0
Limpeza 2.800 2,1 3,0

No trabalho de Dionisio (2009), para o estabelecimento das maximas
temperaturas de pirdlise e atomizacdo, as curvas foram obtidas
experimentalmente em meio de HNO3; na presenca do modificador quimico Pd
com concentracdo de 1.000 mg L™. A opcéo de trabalhar com este modificador
estd de acordo com estudos realizados por Husakova et al. (2007) para
minimizar as interferéncias espectrais causadas pelos elevados teores de
fésforo presentes nas amostras. As curvas foram geradas experimentalmente
pela variagdo gradual de temperatura tanto de pirdlise como de atomizacgdo, em
intervalos de 100 °C, como mostra a Fig. 20.

Como o As se trata de um elemento volatil optou-se por utilizar Pd como
modificador quimico, que consiste em adicionar uma solucdo proveniente de
um metal ou um sal de metal para reter o analito durante a etapa de pirdlise,

evitando assim perdas por volatilizacao.
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De acordo com Dionisio (2009), o maximo sinal de absorbancia integrada
para a etapa de pirélise sem perdas do analito, e usando-se modificador
quimico ocorreu em uma temperatura de 700 °C. Acima dessa temperatura
ocorreu queda no sinal de absorbéancia, indicando perdas do analito por
volatilizacdo. Fixando-se esse valor para a temperatura de pirdlise, utilizou-se
um estudo desenvolvido por essa mesma autora para estabelecer o sinal
maximo na etapa de atomizacdo, que ocorreu em 2.300 °C. Esses resultados
estdo concordantes com alguns resultados encontrados na literatura, visto que
em muitos trabalhos a temperatura de pirdlise pode ser encontrada variando de
700 até 1.200 °C. J4 a temperatura de atomizacdo pode ser encontrada na
faixa de 2.100 até 2.500 °C, sempre considerando o analito estudado e o
modificador quimico empregado (HUANG et al., 1988; CHAPPELL et al., 1995;
LIU et al., 2005; LI et al., 2006; SERAFIMOVSKI et al., 2006; DEVESA et al.,
2008).
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Figura 20. Curvas de temperatura de pirolise e atomizacao para solucao de 50
ng L™ As, em meio de HNO3; 0,1% v/v e 1.000 mg L™ Pd (Fonte: DIONISIO,
2009)

O programa de aquecimento utilizado esta indicado na Tabela 3 acima e
corresponde ao recomendado pelo manual do equipamento, alterando-se

apenas as temperaturas de pirolise e atomizacao.
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A partir do programa de aquecimento estabelecido e dos dados
experimentais foi calculada a massa caracteristica para o analito, que é
definida como a massa do analito, em picogramas, requerida para produzir um
sinal de absorbancia igual a 0,0044 A s™ (absorbancia por segundo), realizado
por Dionisio (2009). Frequentemente esse parametro é empregado para avaliar
a condicdo de operacao do instrumento (BEATY & KERBER, 1993). Neste
trabalho foi empregado um forno de grafite com aquecimento longitudinal e a
massa caracteristica para As encontrada foi de 23 pg, enquanto na literatura,
para um forno de grafite com aquecimento longitudinal, a massa caracteristica
para As situa-se em torno de 15 pg (O’'DAY, 2006). No entanto, para um forno
de grafite com aquecimento transversal, a massa caracteristica € de 40 pg
(WELZ & SPERLING, 1999). Esses valores de massa caracteristica diferem
para cada tipo de forno, devido ao gradiente de temperatura que ocorre no
interior do tubo de grafite durante o aquecimento. Como o0 aquecimento de um
forno longitudinal ocorre de uma extremidade para outra, isso acaba implicando
em maior gradiente de temperatura e, consequentemente, no valor da massa
caracteristica para cada elemento.

O limite de deteccdo (LOD), que é calculado como 3 vezes o valor do
desvio padrdo do branco analitico dividido pelo coeficiente angular da curva
analitica de calibracéo, e o limite de quantificacdo (LOQ), que é calculado como
10 vezes o valor do desvio padrdo do branco analitico dividido pelo coeficiente
angular da curva analitica de calibragdo foram determinados. Neste caso, 0
LOD foi de 8,0 pg x individuo As ou 2,0 pg x g™ dw As para os protozoarios e
21,1 pg x individuo As ou 6,0 pug x g™ dw As para os cladéceros, e o LOQ foi de
28,0 pg x individuo As ou 8,1 ug x g* dw As e 70,4 pg x individuo As ou 21,0 ug
x g™ dw As respectivamente, sendo que a vida Util média do tubo de grafite foi
de 210 ciclos de aquecimento. Para efeito de comparacdo entre os dois
organismos-teste, estimou-se o valor em pg x individuo As e ug x g™ de peso

seco As.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracterizagao limnoldgica dos pontos de coleta

Nas Tabelas 4 e 5 podem ser observados os valores de temperatura,
oxigénio dissolvido, potencial hidrogeniénico e condutividade elétrica
registrados para a dgua nos pontos de coleta em 24 de julho de 2008 e 9 de
marco de 2009. Os valores registrados para as variaveis fisicas e quimicas
foram semelhantes entre os pontos de amostragem para cada coleta, com
excecdo dos Pontos da Nascente (P0O), do Bairro de Tanquinho (P1) e do
Disque Animais (P5). Para a coleta realizada na estagéo seca, o menor valor
de temperatura obtido foi 16,4 °C e o maior 22,4 °C. Ja para a coleta realizada
na estacdo chuvosa, o menor valor foi 23,5 °C e o maior 32 °C. Essas
variacbes de temperatura entre os pontos no mesmo dia de coleta podem ser
atribuidas aos diferentes horarios de coleta, além de terem influéncia da
degradacdo de compostos poluentes devido a alta atividade microbiana,
ocasionando o aumento de temperatura. Observa-se que a maior amplitude
térmica ocorreu na coleta realizada na estagéo de cheia.

Os pontos da coleta realizada na estacdo seca apresentaram valores de
oxigénio dissolvido entre 7,18 e 9,55 mg L™, com excec&o do Ponto do Disque
Animais (P5), no qual foi registrado 2,37 mg L™. Na coleta realizada na estacéo
chuvosa, os valores variaram entre 3,17 e 4,7 mg L™, com excecdo do mesmo
Ponto 5, no qual registrou-se 1,95 mg L. Os baixos valores de oxigénio
dissolvido encontrados na estacdo chuvosa podem ser devido a entrada de
grande quantidade de material organico aléctone da area de drenagem. De
acordo com a Resolucdo do CONAMA n° 357/2005 para as aguas doces de
Classe | (Tabela 6), o oxigénio dissolvido em qualquer amostra deve ser
superior a 6,00 mg L™, sendo que no Ponto 5 da coleta da estacdo seca e em
todos os pontos da coleta da estagédo chuvosa, estes valores estiveram abaixo
dos padrbes recomendados. Com relacdo a variavel oxigénio dissolvido na
agua, os valores obtidos ficaram compativeis aos padrbes de aguas doces de
Classe IV (superior a 2,00 mg L), destinadas & navegacdo e harmonia

paisagistica.
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Os valores de pH na estacdo seca variaram entre 5,55 no Ponto da
Nascente (PO) e 6,63 no Ponto do Matadouro (P8) e na estagcédo chuvosa, 0s
valores variaram de 6,03 a 6,56. A faixa de pH 6timo pela Resolugcdo do
CONAMA n° 357/2005 para aguas doces seria entre 6,00 a 9,00; estando
assim os Pontos da Nascente (P0) e do Disque Animais (P5) da estacédo seca
levemente acidos (Tabela 6). J4 para os padrdes de lancamento de efluentes
(pH de 5,00 a 9,00), os pHs estédo dentro da faixa permissivel.

Na estacdo seca, os valores de condutividade elétrica foram semelhantes
nos diferentes pontos, sendo eles entre 124 e 174 puS cm™, com excecdo dos
Pontos da Nascente (P0) e do Bairro de Tanquinho (P1) com valores de 11 e
67 uS cm™, respectivamente. Este dado seria o esperado, pois na regido da
nascente e proximo dela a agua costuma ser mais pobre em substancias
qguimicas e, conforme recebe materiais e particulas da bacia de drenagem, a
condutividade aumenta. Além disso, nesta regido, a agua sofreu menos
interferéncias antropicas, como o enriquecimento por contaminantes oriundos
de esgotos, industria, agricultura e até mesmo da vegetacdo do entorno. Na
estacdo chuvosa, os valores foram semelhantes entre 96,4 e 159,3 puS cm™,
com excecao dos Pontos da Nascente (P0), do Bairro de Tanquinho (P1) e do
Disque Animais (P5) com valores de 12,2; 774 e 539 pS cm?,

respectivamente.
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Tabela 4. Medi¢cOes das variaveis dos pontos de coleta do Ribeirdo Guamium

na estacao seca, em 24 de julho de 2008. N&o foi possivel a coleta do Ponto

da Estacéo de Tratamento de Esgoto (P3)

Hora da Pontos Tempoeratura OD_1 oH Condutiviqlade
coleta (°C) (mg L™) (MScm™)

9 h 09 min Nascente (P0) 19,6 7,18 5,55 11,0

11 h 47 min Disque Animais (P5) 22,4 2,37 5,89 156,0

12 h 20 min Condominio (P6) 17,5 8,48 6,24 138,0

12 h 53 min Matadouro (P8) 18,2 7,36 6,63 174,0

15 h 19 min Clube Atlético (P7) 17,6 8,71 6,42 139,0

16 h 19 min  Bairro de Tanquinho (P1) 16,4 9,55 6,03 67,0

16 h 54 min Usina Capuava (P2) 19,6 7,36 6,25 124,0

17 h 30 min Fazenda da APTA (P4) 17,6 8,60 6,44 133,0

Tabela 5. Medi¢cBes das variaveis dos pontos de coleta do Ribeirdo Guamium

na estacdo chuvosa, em 9 de marco de 2009. Nao foi possivel a medi¢do do

Ponto da Estacédo de Tratamento de Esgoto (P3)

Hora da Pontos Temp?ratura OD_l oH Condutiviqlade
coleta (°C) (mg L™) (UScm™)

9 h 50 min Nascente (P0) 28,0 3,56 6,43 12,2

10 h 50 min  Bairro de Tanquinho (P1) 23,5 3,17 6,35 77,4

11 h 32 min Usina Capuava (P2) 27,9 4,42 6,03 96,4

12 h 18 min Fazenda da APTA (P4) 26,7 4,70 6,23 111,1

13 h 50 min Disque Animais (P5) 32,0 1,95 6,09 53,9

14 h 28 min Condominio (P6) 27,5 4,13 6,56 127,4

15 h 15 min Clube Atlético (P7) 27,0 4,21 6,32 126,2

15 h 50 min Matadouro (P8) 27,0 3,33 6,45 159,3
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Tabela 6. Resolucdo do CONAMA n° 357/2005

Agua doce Classe | Classe ll Classe Il Classe IV
Clorofila a (ug L™) até 10 até 30 até 60 -
Coliformes termotolerantes até 200 até 1.000 até 4.000 :
(coliformes L™)
Corantes ausente ausente ausente -
Cor verdadeira (mg Pt L™Y) cor natural até 75 até 75 -
DBO (mg L™) ) ] ] ]
5 dias a 20 °C ate 3 até 5 até 10
Densidade de cianobacterias até 20.000 até 50.000 até 100.000 .
(cél. mL™)
p -1
Fosforo total em mg L 0,025 0,050 0,075 i
(ambiente intermediario)
p -1
Fosforoitotal em mg L 0,02 0,03 0.05 i
(ambiente Iéntico)
p -1
Fosforo 'Fotal em mg L 0.10 0.10 0.15 i
(ambiente I6tico)
Gosto ou odor ausente ausente ausente nao objetaveis
Materiais flutuantes ausente ausente ausente ausente
Nitrato (mg L™) 10 10 10 -
Nitrito (mg L™ 1 1 1 -
o . 3,7(pH<7,5) 3,7 13,3
Nltrogenl?n?mli)_?)lacal total 2,0 (7.5 < pH < 8,0) 20 56
9 1,0 (8,0 < pH <8.5) 1,0 2,2 .
0,5 (pH > 8,5) 0,5 1,0
. toleram-se
Oleos e graxas ausente ausente ausente . .
iridescéncias
OD (mg L™} >6 >5 >4 >2
pH 6,0a9,0 6,0a9,0 6,0a9,0 6,0a9,0
Residuos solidos objetaveis ausente ausente ausente -
STD (mg L™) 500 500 500 -
n30 verificacio de nao verificacdo nao verificacao
Toxicidade ¢ de efeito toxico de efeito toxico -

Turbidez (UNT)

efeito tdxico cronico

até 40

cronico
até 100

agudo
atée 100
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5.2. Anélises quimicas das amostras de sedimento

As concentracdes de As total, As®* e As®* no sedimento (mg kg™) dos
pontos amostrados nas duas coletas encontram-se nas Tabelas 7 e 8.

Observa-se que na estacdo chuvosa, as concentracdes de As total foram
maiores do que na estacdo seca, indicando origem aloctone do mesmo. Esta
tendéncia esta relacionada & maior mobilidade da forma reduzida, a qual é
arrastada do solo pela acdo das chuvas (KABATA-PENDIAS & PENDIAS,
2001). Embora nédo seja possivel quantificar e comparar, devido a processos de
extracBes diferentes empregados na determinacdo de As®* nas amostras
coletadas nas duas estacdes, verifica-se que as concentracdes de As®* seriam
também maiores para as amostras coletadas nos Pontos do Condominio (P6),
do Clube Atlético (P7) e do Matadouro (P8) na estacéo chuvosa.

Através dos baixos valores obtidos de condutividade nos pontos situados
a montante (0 e 1) na bacia (Tabelas 4 e 5 acima), supde-se que os altos
valores observados de As em sedimentos possam ser de origem geoldgica e
nao apenas oriundo do transporte de material aloctone, sobretudo por tratar-se
de area protegida ou APP.

Na estacdo seca, as maiores fracées de As inorganico corresponderam a
sua forma As®* e na chuvosa corresponderam ao As** biodisponivel (Tabelas 7
e 8). As menores concentracdes de As total foram observadas no Ponto da
Estacdo de Tratamento de Esgoto (P3) para a estacao de cheia, e a jusante no
Ponto do Clube Atlético (P7) para a estacdo de seca. Este fato pode ser
explicado pela contaminacado difusa, devido ao uso de herbicidas que possuem
As como principio ativo (CH4AsOzNa) nas plantacbes de cana-de-acUcar,

manifestando-se de maneira aleatéria ao longo da microbacia (Fig. 21).
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i
CH;- A'S‘OH
O"Na*
Figura 21. Foérmula quimica do metano arsenato acido monossodico

(CH4AsO3Na), popularmente conhecido como herbicida Volcane (Fonte:
http://www.chem10.com/Article/cp/200912/Article_17604.html)

Tabela 7. Concentracbes de As total, As** e As® (mg kg™) nas amostras de
sedimento do Ribeirdo Guamium, Piracicaba, Sdo Paulo na estacdo seca, em
24 de julho de 2008. Os pontos ndo amostrados ndo foram coletados ou as

analises apresentaram repeticdes ndo confiaveis que foram descartadas

Estacédo seca

Pontos
As total As** As®*
Bairro de Tanquinho (P1) 30,46 11,40 19,06
Disque Animais (P5) 4,33 1,60 2,73
Condominio (P6) 1,90 1,60 0,30
Clube Atlético (P7) 1,72 1,60 0,12
Matadouro (P8) 1,84 1,50 0,34
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Tabela 8. Concentracdes de As total, As** e As®* (mg kg™) no extrato 1 mol L™

HCI em amostras de sedimento coletadas na esta¢ao chuvosa, em 9 de margo

de 2009. A analise do Ponto do Disque Animais (P5) apresentou repeticdes

nao confiaveis que foram descartadas

Estagcdo chuvosa

Teores disponiveis

. . Material
Teores totais  (sem reducao com _

residual

Pontos Kl/aa)
As total As>* As>*

Nascente (P0O) 9,8 6,2 3,6
Bairro de Tanquinho (P1) 36,7 21,5 15,2
Usina Capuava (P2) 3,7 2,2 1,5
Estacdo de Tratamento de Esgoto (P3) 15 0,8 0,7
Fazenda da APTA (P4) 6,5 4,0 2,5
Condominio (P6) 6,5 3,5 3,0
Clube Atlético (P7) 2,7 1,6 1,1
Matadouro (P8) 2,7 1,6 1,1

Segundo a Cetesb (2005), os niveis de As total em sedimentos de

ambientes contaminados estéo entre 3,5 e 15 mg kg™ e os pontos analisados

no presente trabalho apresentaram concentracbes de As acima desta

categoria. Para o Ponto do Bairro de Tanquinho (P1) na estacdo seca, obteve-

se 30,46 mg kg™ As total no sedimento e para a estacdo chuvosa 36,7 mg kg™

As total. Para Kabata-Pendias e Pendias (2001), concentracdes de As total

acima de 20 mg kg™ s&o indicativas para intervencdo na area incidente. Em
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condi¢cbes brasileiras, mais especificamente preconizadas para o Estado de
Séo Paulo, esta conduta somente deve ser utilizada para concentragoes de As
total igual & 35 mg kg™ (CETESB, 2005) para solos agricolas.

Siqueira et al. (2004), observaram uma acumulacao significativa de As
nos sedimentos de fundo coletados no Sistema Estuarino de Santos, variando
de 12 a 27 mg kg™* As total, evidenciando influéncia de efluentes industriais
contaminados. Os niveis foram maiores que os do Ribeirdo Guamium, com
excecdo do Ponto do Bairro de Tanquinho (P1).

Nos trabalhos seguintes verificados em outros rios, 0os niveis de As total
no sedimento foram excessivamente altos comparados aos do Ribeirdo
Guamium, visto serem areas de intensa contaminacdo antropica,
principalmente; no entanto, este ja se encontra em processo de degradacéo.
N&o foram encontrados trabalhos na literatura evidenciando a especiacao
quimica do As em amostras de sedimento, demonstrando, assim, a importancia
do presente trabalho e das dificuldades envolvidas, inclusive comparativas.

Estudos da qualidade do sedimento do Rio Ribeira e tributarios na regiao
do Médio Vale, na regido de Sao Paulo e do Parana, indicaram teores de até
345 mg kgt As total em sedimento de corrente, resultantes do intenso
intemperismo quimico que afetou rochas e mineralizagbes arseniferas
(TOUJAGUE, 1999).

No Amapa, o As ocorre em arsenopirita associada as formacdes
manganesiferas de idade pré-cambriana, lavradas por mais de 50 anos na
famosa mina de Serra do Navio. A fonte de As em arsenopirita associada ao
manganés nao se localiza na mina, mas no municipio de Santana, 350 km
distante, as margens do Rio Amazonas, onde o minério de manganés era
processado e embarcado. Amostras de sedimento fluvial e material em
suspensdo apresentaram teores variando de 1.600 a 696 mg kg™ As total
(LIMA, 2003).

Nos sedimentos superficiais do Quadrilatero Ferrifero, na regido de Ouro
Preto, Borba et al. (2003a) constataram que 0s maiores teores de As estdo
localizados nas proximidades das mineralizagbes auriferas, onde as
concentracdes podem alcancar até 4.500 mg kg™ As total, devido & oxidacao
natural das rochas e, principalmente da atividade antrépica, que se deu por

meio do langcamento dos rejeitos da mineragcdo nas drenagens. Segundo
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estimativas de Borba et al. (2000), a atividade antropica provocou o langcamento
nos rios do Quadrilatero de, pelo menos, 390.000 toneladas de As durante 300
anos de mineracéao.

Através das concentracbfes de As obtidas do sedimento do Ribeirdo
Guamium na estacdo chuvosa (Tabela 8 acima), observa-se que uma
significativa fragdo do As total encontra-se na forma biodisponivel, com
prevaléncia da forma reduzida, como As®*". Para estas amostras coletadas em
9 de marco de 2009, as provaveis formas de As encontram-se plotadas no
diagrama de estabilidade pH x Eh, onde foram inseridos os valores de pH das
leituras diretas do pHmetro; e de Eh, acrescidos da constante 244 mV para
compensar o potencial do eletrodo de hidrogénio (Fig. 22, Tabela 9). Verifica-se
que, a excecdo do Ponto da Nascente (P0), todos os demais pontos
encontram-se delimitados em formas quimicas com o As no estado de
oxidagao +5. Este diagrama foi elaborado considerando-se a estabilidade do
mineral escorodita, devido as inter-relacdes existentes entre 0 As e o Fe
(DOVE & RIMSTIDT, 1985). Pode-se observar também a importancia do S no
comportamento do As e que o As nascente, de ocorréncia rara na natureza,
seria verificado em condi¢cdes de elevada alcalinidade do meio, o que nao se
constata nos valores de pH dos sedimentos da bacia do Ribeirdo Guamium. No
diagrama, em uma ampla faixa de valores de Eh e pH, destacam-se o &cido
arsénico e seus produtos de ionizacdo no controle do comportamento do As no
ambiente (BROOKINS, 1988).
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Figura 22. Diagrama de estabilidade termodinamica para o As, contendo pH no

eixo das abscissas e potencial de oOxido-reducdo, Eh (V), no eixo das
ordenadas (Fonte: BROOKINS, 1988)
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Tabela 9. indice pH x Eh do sedimento de fundo do Ribeirdo Guamium na
estacdo chuvosa, em 9 de margco de 2009. A analise do Ponto do Disque
Animais (P5) apresentou repeticbes nao confiaveis que foram descartadas. pH

= potencial hidrogenidnico; Eh = potencial de 6xido-reducao

Pontos pH Eh (V)

Nascente (P0) 6,33 -0,102

Bairro de Tanquinho (P1) 8,14 -0,150

Usina Capuava (P2) 6,81 0,294

Estacdo de Tratamento de Esgoto (P3) 6,79 0,349
Fazenda da APTA (P4) 6,43 0,087
Condominio (P6) 7,11 0,128

Clube Atlético (P7) 7,33 -0,039
Matadouro (P8) 7,61 0,118

De maneira geral, a previsdo esperada para as formas oxidadas de As
pelo diagrama de estabilidade termodinamica (Fig. 22) ndo foram condizentes
com os valores obtidos pelos métodos quimicos de analise, ora empregando-se
a etapa de reducdo das formas de As com a mistura redutora de iodeto de
potassio/acido ascoérbico, ora ndo se efetuando este processo. Para as
amostras relativas a estagdo seca, a concordancia foi verificada nos Pontos do
Bairro de Tanquinho (P1) e do Disque Animais (P5) (Tabela 7 acima). Para as
amostras referentes a estacdo chuvosa, observa-se que, mesmo em se
tratando de extracdo branda (1 mol L™* HCI), a forma predominante do As
ocorreu no estado de oxidacdo +3 (Tabela 8 acima). O poder redutor do HCI
provavelmente contribuiu para este resultado, mas o que deve ser mencionado
€ que, a fragdo biodisponivel do As (MOZETO, 2001) representa altas
porcentagens do As total, o que corrobora com o0s indices de toxicidade
observados nos bioensaios conduzidos com os sedimentos neste trabalho

(Topico 5.4. abaixo).
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Com as dificuldades envolvidas na analise de especiacdo de um elemento
e pelo As existir na natureza em uma variedade de formas quimicas, verificou-
se que ndo basta apenas utilizar um método de separacdo das espécies de As,
onde os procedimentos usuais empregam ou a cromatografia liquida de alta
eficiéncia - HPLC (CHEN & BELZILE, 2010) ou a eletroforese capilar
(LEERMAKERS, 2006), pois nem estes podem garantir a estabilidade das
diferentes espécies quimicas, sendo esses valores dependentes de todas as
etapas analiticas, a comecar pela coleta. Mesmo o0 uso de um agente
complexante como a L-cisteina, previsto inicialmente ndo garante a
estabilidade das varias formas de As (BARRA et al., 2000).

Embora as andlises quimicas realizadas potencializem alteracdes das
formas quimicas do As nas amostras de sedimento, considerando-se desde a
etapa de coleta até a determinacdao do analito, fica mesmo assim evidenciada
a possibilidade de se conduzir uma reducdo seletiva dos extratos de
sedimento, sendo este um indicativo da ocorréncia das formas inorganicas de
As®*" e As®. Através das concentracdes obtidas de As total nas amostras de
sedimento do Ribeirdo Guamium, verificou-se que os extratos ndo reduzidos
com a solucéo de iodeto de potassio/acido ascorbico representaram uma parte
do As presente nos extratos em que a reducao foi efetuada. Assim, mesmo
ndo podendo afirmar o grau em que a relacdo As**/As®* tenha sido alterada
nas amostras naturais das estagbfes seca e chuvosa, sabe-se que no
procedimento quimico empregado com agua régia, ha uma diferenca cinética
na determinacdo dessas duas espécies inorganicas de As. Isto porque, no
caso do As®*, a reducdo ocorre em ampla faixa de pHs, ao passo que para
As®*, ha a necessidade das amostras estarem em elevada acidez e, antes de
ocorrer a conversdo para AsHs, a forma oxidada precisa ser reduzida a As®
para depois ser reduzida pelo NaBH4 (LOPEZ et al., 1992). Empregando-se 0
diagrama de estabilidade pH x Eh, era de se esperar, para a maioria das
amostras, uma tendéncia a ocorréncia preferencial do As®".

Em funcdo da importancia do estado de oxidacdo na toxicidade dos
elementos quimicos, a presente proposta possui potencialidades para realizar
determinacdes qualitativas de espécies de As inorganico, até que alternativas

guantitativas possam ser efetuadas. O procedimento proposto deve incluir
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formas de coleta que néo induzam variacbes do estado de oxidacdo do
elemento.

O método de determinacdo de As total empregado na analise de As
mostrou-se exato e preciso em relacdo ao Material de Referéncia Certificado
WQB-1 (Tabela 10), pois os teores totais obtidos para o elemento (22,80 0,7
Mg g™t As) estiveram satisfatoriamente dentro do intervalo de concentracdo
esperado (23,00 +1,84 ug g As). Em relacéo as formas inorganicas de As no
CRM WQB-1, determinaram-se concentracdes de 1,75 ug g* As*, quando
este material foi submetido ao mesmo tratamento das amostras. Esta certeza
analitica permite afirmar que através dos extratos obtidos, tanto da digestao
total em meio de &gua régia, quanto do biodisponivel, em meio de HCI a frio, foi
possivel distinguir-se qualitativamente as formas de As®*" e As®" presentes nas
amostras de sedimento. A exatiddo dos resultados das formas quimicas do As
ndo pode ser comprovada, pois o CRM WQB-1 é certificado somente para
teores totais. Ambos o0s procedimentos experimentais empregados nesta
pesquisa foram dependentes de protocolos de coleta e preservacdo das
amostras, o que pode ter contribuido para alteracées da relacdo As>*/As® da
amostra natural (BARRA et al., 2000).

Tabela 10. Teores de As total (ug g*) esperado e obtido para o Material de
Referéncia Certificado WQB-1

Resultado esperado Resultado obtido
23,00 £1,84 As 22,80 £0,7 As

O trabalho visou de alguma forma contribuir para a melhoria do protocolo
de Valores-guia de Qualidade de Sedimentos (MOZETO, 2001), explorando
procedimentos analiticos de relativa simplicidade, onde as facilidades de
separacdo cromatografica e/ou eletroforética ndo estdo presentes, com vistas
a especiagdo quimica de um elemento toxico; produzindo assim, dados
qualitativos do As de uma microbacia em elevado grau de alteracao.

Esforcos precisam ser direcionados para estudos da especiacdo quimica
do As no ambiente, tarefa esta de conhecida complexidade (BARRA et al.,
2000). Nesta busca, métodos eletrométricos de andlises sao promissores

(SALAUN et al., 2007). Apesar das alteracdes da relacdo As>*/As>* terem sido
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encontradas no presente trabalho em relacdo as amostras naturais, a avaliacao
qualitativa proposta é um diferencial aos tradicionais protocolos analiticos,
baseados apenas nos teores totais do elemento.

No caso do estabelecimento de VGQS, estes permitem reforcar a
avaliacdo da toxicidade deste substrato, somados aos resultados obtidos nos
bioensaios (MOZETO, 2001).

Com os resultados obtidos para as varidveis limnoldgicas, pode-se
predizer os impactos que as atividades antrOpicas tém causado na regido
devido a forte urbanizacdo e industrializacdo, além da agricultura. Entretanto,
as altas concentragbes encontradas de As na microbacia evidenciam uma
preocupacao e a necessidade de medidas de controle urgentes bem como a
investigacdo de sua real origem neste ecossistema.

Cabe salientar que este € um trabalho inicial realizado nessa microbacia
e, portanto, mais estudos que caracterizem a &gua, a matéria organica
dissolvida e a mineralogia do sedimento devem ser realizados para
conhecimento da real situacdo em que se encontra 0 Ribeirdo Guamium e sua

toxicidade a biota aquatica e ao homem.

5.3. Testes de sensibilidade (controle positivo) dos organismos

utilizados nos bioensaios

Os valores da CLsp, 24 h (protozoario Paramecium caudatum) e da
CE(l)so0; 48 h (cladocero Ceriodaphnia silvestrii) dos testes de sensibilidade ao
NaCl ficaram dentro da faixa de sensibilidade estabelecida para os mesmos,
determinada apds realizacdo de testes preliminares, em condicdes de
laboratério (ABNT, 2004; 2005). Os valores ficaram entre 3,0 - 3,7 g L™ NaCl
para P. caudatum (Fig. 23) e 0,76 - 1,46 g L™ NaCl para C. silvestrii (Fig. 24),
indicando que esses organismos estavam adequados para serem utilizados
nos testes de toxicidade aguda realizados no presente trabalho, sendo que C.

silvestrii foi mais sensivel ao cloreto de sodio do que P. caudatum.
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Figura 23. Faixa de sensibilidade do protozoario P. caudatum ao NaCl, onde
Tendéncia central = média dos valores da CLsp; Limite superior = valor de dois
desvios padréo superiores; Limite inferior = valor de dois desvios padréo

inferiores
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Figura 24. Faixa de sensibilidade do cladécero C. silvestrii ao NaCl, onde
Tendéncia central = média dos valores da CE(l)so; Limite superior = valor de
dois desvios padréo superiores; Limite inferior = valor de dois desvios padréo

inferiores
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5.4. Bioensaios - efeitos do arsénio e das amostras de sedimento

nas respostas bioldgicas do protozoério e do cladécero

5.4.1. Bioensaios para verificar a toxicidade das amostras de sedimento

Os resultados dos testes de toxicidade com sedimento utilizando o
cladocero Ceriodaphnia silvestrii e o protozoario Paramecium caudatum nas
amostras das duas esta¢cOes de coleta sdo apresentados nas Figs. 25 e 26. A
meédia de sobrevivéncia do claddcero variou entre 55 e 100% na estacédo seca
e entre 84 e 100% na estacao chuvosa. Ja para o protozoario, a média durante

as estacOes seca e chuvosa variou entre 96 e 100%.
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Figura 25. Média de sobrevivéncia do cladocero C. silvestrii ao teste de
toxicidade com sedimento coletado nas estacdes seca (24/07/08) e chuvosa
(09/03/09) nos diferentes pontos do Ribeirdo Guamium, onde * = diferenca
significativa em relagéo ao controle (p < 0,05). Os pontos ndo amostrados néao
foram coletados ou as amostras foram perdidas durante o transporte e

armazenamento
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Figura 26. Média de sobrevivéncia do protozoério P. caudatum ao teste de
toxicidade com sedimento coletado nas estacdes seca (24/07/08) e chuvosa
(09/03/09) nos diferentes pontos do Ribeirdo Guamium. Os pontos né&o
amostrados nao foram coletados ou as amostras foram perdidas durante o

transporte e armazenamento

Nas Tabelas 11 e 12, encontram-se as concentracdes totais de As no
sobrenadante das amostras de sedimento (ug L™) dos pontos amostrados nas
duas estacdes (seca e cheia).

Os Pontos 0, 1 e 5 foram os mais toxicos a biota nas duas estacdes
amostrais (Figs. 25 e 26 acima), e corresponderam aqueles com maiores
concentracdes de As total (Tabelas 7 e 8 do Topico 5.2. acima). Estes pontos
correspondem a nascente do Ribeirdo Guamium (P0); ao bairro de Tanquinho
(P1), constituido de vegetacdo arbustiva, com predominancia de gramineas,
milho e cana; e ao Disque Animais (P5), com extensa area de pastagem e
manchas de vegetacédo arbustiva, além da presenca de industrias metallrgicas
que ocasionam o despejo de residuos gordurosos. As altas concentragfes de
As na nascente e no bairro de Tanquinho podem ser evidéncias de
contaminagao geologica e infiltragdo do lencgol freatico, visto serem pontos sem
indicios de contaminacéo aparente, poréem de pouca profundidade. Além disso,
nas plantacées de cana-de-agucar da regido, verifica-se 0 uso de herbicidas

por agricultores que tem o As®>" como principio ativo (Fig. 21 do Tépico 5.2.
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acima), sendo esta a fonte mais provavel de As encontrada no ambiente,

caracterizando-se como uma fonte dispersiva e ndo pontual de poluentes. As
menores concentragdes de As total foram observadas no Ponto do Clube

Atlético (P7), tanto na estacdo seca como na chuvosa (Tabelas 11 e 12).

Tabela 11. Concentracdes de As total (ug L™) no sobrenadante das amostras
de sedimento (dgua reconstituida) utilizado com o cladécero C. silvestrii nas
estacdes de seca (24/07/08) e cheia (09/03/09). Os pontos ndo amostrados

ndo foram coletados ou as amostras foram perdidas durante o transporte e

armazenamento

Pontos Estacéo seca

Estacdo chuvosa

Nascente (P0) -

Bairro de Tanquinho (P1) 2,07
Usina Capuava (P2) 1,57
Fazenda da APTA (P4) 1,90
Disque Animais (P5) 1,91
Condominio (P6) 1,41
Clube Atlético (P7) 1,11
Matadouro (P8) 1,34

1,81

1,95

1,49

1,50

1,63

1,20

1,42
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Tabela 12. Concentracdes de As total (g L™) no sobrenadante das amostras
de sedimento (4gua Minalba® estéril) utilizado com o protozoario P. caudatum
nas estacdes de seca (24/07/08) e cheia (09/03/09). Os pontos ndo amostrados

nao foram coletados ou as amostras foram perdidas durante o transporte e

armazenamento
Pontos Estacédo seca Estacdo chuvosa

Nascente (P0) - 1,87
Bairro de Tanquinho (P1) 2,92 2,55
Usina Capuava (P2) 1,51 1,44
Fazenda da APTA (P4) 1,24 1,48
Disque Animais (P5) 1,80 1,56

Condominio (P6) 1,66 -
Clube Atlético (P7) 1,07 1,13
Matadouro (P8) 1,34 1,23

As amostras de sedimento coletadas durante a estacdo seca
apresentaram niveis de toxicidade maiores que as coletadas durante a estacdo
chuvosa para ambos 0s organismos-teste. Tal fato pode ser explicado pela
diluicdo dos poluentes devido a maior entrada de agua no sistema no periodo
de chuvas, o que também faz aumentar a vazao do rio.

Para C. silvestrii, 0 sobrenadante das amostras de sedimento do Ponto da
Nascente (P0), coletadas na estacdo chuvosa; e dos Pontos do Bairro de
Tanquinho (P1), da Usina Capuava (P2), do Disque Animais (P5) e do
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Matadouro (P8), coletadas na estacdo seca, ocasionaram toxicidade aguda ao
cladécero apdés 48 h de exposicdo (Fig. 25 acima). Dentre os impactos
ambientais observados nestes pontos, destacam-se a substituicdo da
vegetacado riparia por pastagens, plantacbes de milho, cana e eucalipto,
descarga de esgoto doméstico diretamente no rio, além dos pontos da
nascente e do bairro de Tanquinho, nos quais foram detectadas altas
concentracoes de As.

O sobrenadante das amostras de sedimento dos dois periodos nao
apresentou niveis de toxicidade agudos significativos para P. caudatum, apés
24 h de exposicdo (Fig. 26 acima); porém, vale ressaltar que a exposi¢ao
cronica poderia estar ocasionando danos a reproducdo e desenvolvimento
desses organismos. Uma hipétese para a sobrevivéncia desse organismo seria
o fato dessa espécie ter grande tolerancia a ambientes ricos em matéria
organica como nos sedimentos, em comparacdo a espécie planctonica C.
silvestrii. Segundo Foissner e Berger (1996), essa espécie é considerada a-
mesosaprobia. Isto justifica a utilizacdo desse organismo em testes de
toxicidade em amostras de sedimento e em ambientes impactados por poluicédo
organica. Dessa maneira, os efeitos detectados seriam devido a contaminantes
encontrados nessas amostras e ndo devido a matéria organica presente. Por
outro lado, os resultados das altas concentracdes de As total encontradas nas
amostras de sedimento parecem revelar que ele ndo seria 0 organismo mais
adequado para monitorar este semi-metal, uma vez que ele parece ser
resistente.

De modo geral, os resultados dos testes de toxicidade com 0s organismos
foram compativeis as andlises das concentracbes de As nas amostras de
sedimento e no sobrenadante, visto que nos pontos de maior concentracao de
As total, houve maior toxicidade. Evidentemente mais ensaios seriam
necessarios para uma maior certeza dessas afirmacoes.

Apesar de termos obtido as maiores concentragcdes de As total no Ponto
do Bairro de Tanquinho (P1), o Ponto do Disque Animais (P5) apresentou
maior toxicidade para C. silvestrii na estacdo seca. Tal fato é um indicativo de
que a toxicidade dos sedimentos da bacia do Ribeirdo Guamium ndo seja
causada somente pelo As, mas também por outros contaminantes,

confirmando-se com a maior temperatura encontrada neste ponto nas duas
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estacdes, pela degradacdo de compostos poluentes devido a alta atividade
microbiana.

Considerando os valores maximos de As total permitidos em aguas doces
das Classes 1 e 2 (10 pg L™Y), de acordo com a Resolucdo do CONAMA n°
357/2005, destinadas ao abastecimento para consumo humano, apoés
tratamento simplificado e a protecdo das comunidades aquaticas, todos o0s
valores encontrados no sobrenadante das amostras de sedimento se
encontraram abaixo do limite maximo permitido.

Nos trabalhos seguintes encontrados na literatura, os niveis de As total
encontrados na agua de outras localidades do Brasil e do mundo foram
excessivamente altos. No entanto, mesmo os valores do sobrenadante do
sedimento do Ribeirdo Guamium estando dentro dos padrdes, alguns pontos
foram toxicos, especialmente para o cladécero C. silvestrii, evidenciando
efeitos que poderiam ser agravados em uma exposi¢cao cronica, inclusive ao
protozoario P. caudatum. Ressalta-se a interferéncia de outros elementos
quimicos presentes no sobrenadante que poderiam estar afetando a resposta
dos organismos, mesmo 0s testes sendo realizados em condi¢cfes de cultivo
favoraveis.

Borba et al. (2003a) revelaram sinais de contaminac¢ao por As no solo e
na agua utilizada por moradores do Quadrilatero Ferrifero, que abrange as
cidades de Ouro Preto, Santa Barbara, Nova Lima e outras cidades historicas,
em Minas Gerais. Os resultados constatados revelaram contaminacéo por As
na urina de criangas entre sete e onze anos, matriculadas em duas escolas no
municipio de Nova Lima, nas quais 20% das criancas apresentavam
concentracdes de As na urina acima de 40 pg L™.

Inicialmente detectada em 1993, a contaminacao por As dos aquiferos de
Bangladesh afeta atualmente milhdes de pessoas. O As presente na agua de
pocos, ainda consumida diariamente por cerca de 50 milhdes de pessoas como
potavel, apresenta niveis de As muito superiores aos niveis de seguranca
estabelecidos pelo governo local (limite de 50 pg L™, 5 vezes superior ao limite
estabelecido pela OMS de 10 pg L™) (RODRIGUES, 2010).

Com base no ultimo relatério anual sobre a qualidade da agua em
Portugal, divulgado pelo Instituto Regulador de Aguas e Residuos (IRAR),

cerca de 60 mil portugueses consumiram agua contaminada com doses
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excessivas de As em 2004. As maiores concentracdes de As foram observadas
em Vila Flor, distrito de Braganca, onde chegou a 540 pg L™ e em Benlhevai
com 330 pg L™ (GARCIA, 2010).

As variaveis pH, condutividade e dureza monitoradas no sobrenadante
das amostras de sedimento (agua de cultivo, no caso a agua reconstituida) dos
ensaios de toxicidade agudos com C. silvestrii ndo variaram muito entre as
coletas e entre o inicio e o final dos testes, porém entre os pontos houve
diferencas significativas com pH inicial entre 4,88 - 7,68; condutividade inicial
entre 74,2 - 162,3 uS cm™ e dureza inicial entre 20 - 74 mg CaCOs L?, que
poderiam estar influenciando os resultados (Tabelas 13 e 14). Exemplo disso
sao os baixos valores de dureza e pH encontrados especialmente nos Pontos
da Nascente (P0), do Bairro de Tanquinho (P1) e do Disque Animais (P5), os
mais toxicos ao cladocero C. silvestrii. Nestes organismos, quanto mais baixos
forem os valores de dureza, mais alta serd a toxicidade, de acordo com a
ABNT (2004; 2005), na qual os valores de dureza requeridos para o cultivo
estdo entre 40 e 48 mg CaCO; L. Os mais baixos valores de pH do
sobrenadante (pH acido) proporcionam maior liberacdo de ions e consequente
toxicidade comparados aos altos valores de pH (pH basico). No caso do P.
caudatum, o pH inicial do sobrenadante (dgua de cultivo, no caso a agua
Minalba® estéril) entre os pontos variou entre 5,75 - 7,71; sendo semelhante
entre as coletas e entre o inicio e o final dos testes (Tabela 15).

Os resultados dos testes de toxicidade com o sobrenadante das amostras
de sedimento do Ribeirdo Guamium e os valores das respectivas variaveis

fisico-quimicas provavelmente irdo variar em relacdo a outros locais.
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Tabela 13. Valores de pH, condutividade e dureza nos ensaios de toxicidade
aguda com C. silvestrii, utilizando o sobrenadante das amostras de sedimento
(agua reconstituida) na estacdo seca, em 24 de julho de 2008. Os Pontos da
Nascente (PO) e da Estacdo de Tratamento de Esgoto (P3) ndo foram

coletados ou as amostras foram perdidas durante o transporte e

armazenamento. | = inicial; F = final

Pontos oH Condutividlade Dureza 1
(MScm™) (mg CaCO3 L")

| F | F | F

Controle 7,31 7,63 92,7 98,6 44 38

Bairro de Tanquinho (P1) 6,00 7,39 74,2 88,1 28 34

Usina Capuava (P2) 7,53 7,92 131,2 131,9 58 64

Fazenda da APTA (P4) 7,57 1,77 93,0 102,9 42 48

Disque Animais (P5) 5,31 7,30 129,4 139,9 44 52

Condominio (P6) 7,40 7,92 95,9 105,4 32 44

Clube Atlético (P7) 7,68 7,90 92,4 103,4 42 44

Matadouro (P8) 7,28 7,99 158,0 150,2 66 70
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Tabela 14. Valores de pH, condutividade e dureza nos ensaios de toxicidade
aguda com C. silvestrii, utilizando o sobrenadante das amostras de sedimento
(agua reconstituida) na estacdo chuvosa, em 9 de marco de 2009. Os Pontos
da Estacdo de Tratamento de Esgoto (P3) e do Condominio (P6) ndo foram

coletados ou as amostras foram perdidas durante o transporte e

armazenamento. | = inicial; F = final

Pontos oH Condutividlade Dureza 1
(MScm™) (mg CaCO3 L")

| F | F | F

Controle 7,50 7,64 1121 124,5 42 44

Nascente (PO) 4,88 6,95 82,2 90,0 20 24

Bairro de Tanquinho (P1) 6,82 7,81 124,0 128,1 50 46

Usina Capuava (P2) 6,99 7,81 162,3 162,4 72 68

Fazenda da APTA (P4) 7,61 7,93 119,9 127,5 50 50

Disque Animais (P5) 5,37 7,32 109,2 1141 32 34

Clube Atlético (P7) 7,52 7,93 134,0 138,6 74 58

Matadouro (P8) 7,48 7,98 144.8 145,0 64 58
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Tabela 15. Valores de pH nos ensaios de toxicidade aguda com P. caudatum,
utilizando o sobrenadante das amostras de sedimento (Agua Minalba® estéril)
nas estacdes seca (24/07/08) e chuvosa (09/03/09). Os pontos ndo amostrados

nao foram coletados ou as amostras foram perdidas durante o transporte e

armazenamento. | = inicial; F = final
H H
Pontos P P
(Estacéao seca) (Estacéo chuvosa)

| F I F
Controle 8,76 8,04 8,11 8,24
Nascente (P0) - - 6,86 7,65
Bairro de Tanquinho (P1) 6,64 7,29 6,83 8,05
Usina Capuava (P2) 7,59 7,92 7,64 8,01
Fazenda da APTA (P4) 7,71 8,16 7,50 8,11
Disque Animais (P5) 5,75 6,80 6,31 7,40

Condominio (P6) 7,42 8,05 - -
Clube Atlético (P7) 7,68 8,18 7,68 8,24
Matadouro (P8) 7,34 8,41 7,44 8,26

Apesar dos parametros fisico-quimicos variarem entre os pontos de
coleta, principalmente naqueles com maior concentracdo de As total (PO, P1 e
P5), podendo ter ocasionado interferéncia direta ou indireta nos resultados de

toxicidade, alguns pontos (P2 e P8) foram toxicos mesmo apresentando
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valores de variaveis Ilimnolégicas semelhantes a outros pontos
significativamente n&o toxicos.

Os resultados obtidos nos bioensaios de toxicidade aguda com o
sobrenadante do sedimento, em especial os dos cladéceros, indicam
deterioracdo da qualidade desses substratos no corpo de agua estudado,
especialmente em alguns pontos, mostrando a necessidade da realizacdo de
acOes para minimizar os despejos de contaminantes, além da manutencéo e/ou

recomposicao da mata ciliar nesse ecossistema.

5.4.2. Bioensaios com o0 protozoario Paramecium caudatum para

verificar a toxicidade aguda do arsénio

Através de ensaios de otimizacdo, Miranda et al. (2008) definiram que as
melhores condigGes de cultivo dessa linhagem de P. caudatum, considerando-
se as médias das densidades populacionais, foram verificadas a pH 8,0 e a 30
°C, sendo o0s organismos inoculados no escuro. A partir da curva de
crescimento de P. caudatum, obtida na condi¢cdo 6tima de cultivo determinada
no experimento de otimizacdo de cultivo, a fase lag durou aproximadamente 36
horas, quando iniciou a fase log, que se estendeu até 96 horas apos o in6culo.
Os experimentos no presente estudo foram realizados com protozodrios
obtidos na fase log de crescimento (72 horas), em culturas feitas nas mesmas
condicbes (temperatura de 30 °C, pH 8, no escuro). Segundo esses mesmos
autores, o tempo de geracéo calculado a partir dessa curva foi de 5,3 horas.

Paramecium caudatum apresentou sensibilidade aguda ao arsénio nas
formas inorganicas, arsenito (As®") e arsenato (As®*), nas concentracoes
testadas. A faixa de sensibilidade obtida para P. caudatum exposto ao As*" foi
de 0,6 a 0,8 mg L™, no periodo de 2 h, enquanto o valor médio da CLsg; 2 h foi
de 0,78 +0,0149 mg L™ com coeficiente de variacdo de 1,91%. A faixa de
sensibilidade foi obtida através da CENO(l); 0,6 mg L™ e da CEO(l); 0,8 mg L™
(ABNT, 2004; 2005). Com os resultados da CLsg, foi elaborado um gréfico-
controle, utilizando a média e os valores correspondentes a dois desvios
padréao superiores e inferiores em relacdo a meédia (Fig. 27). Os valores da CLsg
e os intervalos de confianca obtidos nos testes realizados estdo apresentados
na Tabela 16.
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Figura 27. Faixa de sensibilidade do protozoario P. caudatum ao arsenito
(As®"), de acordo com os valores da CLsp; 2 h obtidos no decorrer de 10 testes,
onde Tendéncia central = média dos valores da CLsp; Limite superior = valor de
dois desvios padrdo superiores; Limite inferior = valor de dois desvios padréo

inferiores

Tabela 16. Valores da CLso (mg L™) As®*" e respectivos intervalos de confianca
em testes de toxicidade aguda com duracéo de 2 h, utilizando o protozoario P.

caudatum
Testes c(:rlﬁz);l_z.l;] Intervalo de confianca
1 0,77 0,76 - 0,78
2 0,80 0,79-0,81
3 0,80 0,79-0,81
4 0,78 0,76 - 0,79
5 0,79 0,78 - 0,80
6 0,78 0,77 -0,79
7 0,78 0,77 -0,79
8 0,78 0,77 - 0,80
9 0,75 0,74 -0,76
10 0,77 0,76 - 0,78
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Na Tabela 17, encontram-se os valores da CLso (mg L™) As®** em leituras a
cada 2 h durante o periodo de 24 h, que permitem predizer valores da CLs
nesta faixa de As®*" ao longo do tempo. Os valores da CLsg e os intervalos de

confianca obtidos nos testes realizados estado apresentados na Tabela 18.

Tabela 17. Mortalidade do protozoario P. caudatum ao As>* durante 24 h

Tempo (h) Mortalidade (%) Clso (mg L™)
Controle 0,60 0,65 0,70 0,75 0,80 (mg L™
2 0 0 0 0 20 70 0,78
4 0 0 0 0 50 100 0,75
6 0 0 0 30 50 100 0,73
8 0 0 0 20 70 100 0,73
10 0 0 0 20 70 100 0,73
12 0 0 0 30 80 100 0,72
14 0 0 0 40 80 100 0,71
16 0 0 0 40 80 100 0,71
18 0 0 0 50 90 100 0,70
20 0 0 10 50 100 100 0,69
22 0 0 0 60 100 100 0,69

24 0 0 20 50 100 100 0,69
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Tabela 18. Valores da CLso (Mg L™) As** e respectivos intervalos de confianca

em testes de toxicidade aguda com duracéo de 24 h, utilizando o protozoario P.

caudatum
Tempo (h) C(I;nf’g E.A{)h Intervalo de confianca
2 0,78 0,76 - 0,80
4 0,75 0,73-0,77
6 0,73 0,71-0,76
8 0,73 0,71-0,75
10 0,73 0,71-0,75
12 0,72 0,70-0,74
14 0,71 0,69-0,73
16 0,71 0,69-0,73
18 0,70 0,69-0,72
20 0,69 0,68-0,71
22 0,69 0,68-0,71
24 0,69 0,67-0,71

A faixa de sensibilidade obtida para P. caudatum exposto ao As’" foi de 2
a 3 mg L™, no periodo de 2 h, enquanto o valor médio da CLso; 2 h foi de 2,55
+0,0116 mg L™ com coeficiente de variacéo de 0,45%. A faixa de sensibilidade
foi obtida através da CENO(I); 2 mg L™ e da CEO(l); 3 mg L™ (ABNT, 2004;
2005). Com os resultados da ClLsg, foi elaborado um grafico-controle, utilizando
a média e os valores correspondentes a dois desvios padrdo superiores e
inferiores em relacdo & média (Fig. 28). Os valores da CLso € 0s intervalos de

confianga obtidos nos testes realizados estao apresentados na Tabela 19.
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Figura 28. Faixa de sensibilidade do protozoario P. caudatum ao arsenato
(As®), de acordo com os valores da CLsp; 2 h obtidos no decorrer de 10 testes,
onde Tendéncia central = média dos valores da CLsp; Limite superior = valor de
dois desvios padrdo superiores; Limite inferior = valor de dois desvios padréo

inferiores

Tabela 19. Valores da CLsy (mg L™?) As®* e respectivos intervalos de confianca

em testes de toxicidade aguda com duracdo de 2 h, utilizando o protozoario P.

caudatum
Testes %lsngl;m Intervalo de confianca
1 2,55 2,49 - 2,60
2 257 2,51-2,62
3 2,54 2,48 - 2,59
4 2,56 2,51-2,62
5 2,55 2,51-2,60
6 2,56 2,51-2,61
7 2,54 2,49 - 2,59
8 2,57 2,52 - 2,62
9 2,55 2,49 - 2,61
10 2,54 2,48 - 2,60
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Na Tabela 20, encontram-se os valores da CLso (mg L™) As®>* em leituras a
cada 2 h durante o periodo de 24 h, que permitem predizer valores da CLs
nesta faixa de As®>" ao longo do tempo. Os valores da CLsg e os intervalos de

confianca obtidos nos testes realizados estdo apresentados na Tabela 21.

Tabela 20. Mortalidade do protozoario P. caudatum ao As®* durante 24 h

Tempo (h) Mortalidade (%) Clso (mg L™)
Controle 2,00 2,25 2,50 2,75 3,00 (mg L™
2 0 0 0 40 80 100 2,57
4 0 0 0 50 100 100 2,49
6 0 0 0 50 100 100 2,49
8 0 0 0 60 100 100 2,47
10 0 0 0 60 100 100 2,47
12 0 0 0 70 100 100 2,44
14 0 0 0 70 100 100 2,44
16 0 0 0 80 100 100 2,42
18 0 0 0 80 100 100 2,42
20 0 0 0 80 100 100 2,42
22 0 0 0 90 100 100 2,40

24 0 0 0 90 100 100 2,40
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Tabela 21. Valores da CLso (Mg L™) As®* e respectivos intervalos de confianca

em testes de toxicidade aguda com duracéo de 24 h, utilizando o protozoario P.

caudatum
Tempo (h) C(IF;"; Eﬁ)h Intervalo de confianca
2 2,57 2,47 - 2,67
4 2,49 2,42 - 2,57
6 2,49 2,42 - 2,57
8 2,47 2,39 - 2,55
10 2,47 2,39-2,55
12 2,44 2,37 -2,52
14 2,44 2,37 -2,52
16 2,42 2,36 - 2,48
18 2,42 2,36 - 2,48
20 2,42 2,36 - 2,48
22 2,40 2,35-2,44
24 2,40 2,35-2,44

Comparando-se os valores da CLso do As** e do As®*, constata-se que o
primeiro apresenta toxicidade 3 vezes maior do que o segundo, visto que a
forma reduzida é significativamente mais toxica que a oxidada. Nao foram
encontrados trabalhos na literatura relacionados a toxicidade de As em
protozoarios, especialmente considerando-se suas diferentes formas
inorganicas. Um trabalho de toxicidade aguda com Cd?* foi determinado no
protozoario ciliado Paramecium bursaria, através de um ensaio que envolveu a

exposicdo dos organismos a seis diferentes concentracées do metal por um
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periodo de 24 horas (WANICK et al., 2008). P. bursaria apresentou uma CLsg;
24 h de 0,64 mg L™. Comparando-se com os valores da CLso; 24 h do As®* no
protozoario ciliado P. caudatum, o valor obtido ficou relativamente préximo
(0,69 mg L), sendo ambas consideradas substancias muito téxicas.

Os valores iniciais de pH nas concentracdes de As®>* variaram entre 5,0 e
6,0 e nas concentracdes de As®* entre 4,0 e 6,0; aumentando de forma inversa
aos valores das concentracdes. Alves et al. (2009) realizaram testes de cultivo
com o protozoario P. caudatum utilizando o meio de cultura descrito no
presente trabalho, apos 24 horas, testando diferentes pHs, e verificaram a
sobrevivéncia de organismos da cultura em pH 3,0. Com esse mesmo tempo
de cultivo, o pH 5,0 foi excelente para o crescimento desse protozoario e
valores intermediarios foram obtidos em pHs superiores até 11,0. Assim, para
os experimentos com o As®>* (pHs entre 5,0 e 6,0) e 0 As® (pHs entre 4,0 e
6,0), conclui-se que o pH nao contribuiu primariamente para a letalidade dos
protozoarios. Na literatura, segundo Heydarnejad (2008) e Doughty (1986), a
faixa de sobrevivéncia desse protozoario se encontra entre 4,7 e 9,7, e entre
4,0 e 10,0, respectivamente; faixa semelhante a encontrada no trabalho de
Alves et al. (2009).

5.4.3. Bioensaios com o cladécero Ceriodaphnia silvestrii para verificar a

toxicidade aguda do arsénio

Ceriodaphnia silvestrii também apresentou sensibilidade aguda ao arsénio
nas formas de arsenito (As**) e de arsenato (As”*) nas concentracées testadas.
A faixa de sensibilidade obtida para C. silvestrii exposta ao As** foi de 10° a 10°
' mg L™?, no periodo de 48 h, enquanto o valor médio da CE(l)so; 48 h foi de
0,0006 +0,0003 mg L™ com coeficiente de variacdo de 46,52%. A faixa de
sensibilidade foi obtida através da CENO(I); 10° mg L™ e da CEO(I); 10 mg L’
1 (ABNT, 2004; 2005). Com os resultados da CE(l)so, foi elaborado um gréfico-
controle, utilizando a média e os valores correspondentes a dois desvios
padrdo superiores e inferiores em relacdo a média (Fig. 29). Os valores da
CE(l)so e os intervalos de confiangca obtidos nos testes realizados estdo
apresentados na Tabela 22.
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Figura 29.

Faixa de sensibilidade do cladécero C. silvestrii ao arsenito (As®"),

de acordo com os valores da CE(l)so; 48 h obtidos no decorrer de 10 testes,

onde Tendéncia central = média dos valores da CE(l)so; Limite superior = valor

de dois desvios padrdo superiores; Limite inferior = valor de dois desvios

padrao inferiores

Tabela 22. Valores da CE(l)so (mg L) As®* e respectivos intervalos de

confianca em testes de toxicidade aguda com duracdo de 48 h, utilizando o

claddcero C. silvestrii

Testes CE(so; 48 h Intervalo de confianca
(mg L")
1 0,00053 0,00019 - 0,00152
2 0,00029 0,00006 - 0,00129
3 0,00023 0,00006 - 0,00094
4 0,00083 0,00031 - 0,00222
5 0,00097 0,00034 - 0,00279
6 0,00036 0,00013 - 0,00102
7 0,00045 0,00016 - 0,00128
8 0,00082 0,00031 - 0,00214
9 0,00083 0,00036 - 0,00189
10 0,00041 0,00015 - 0,00110
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A faixa de sensibilidade obtida para C. silvestrii exposta ao As®* foi de
0,005 a 1 mg L™, no periodo de 48 h, enquanto o valor médio da CE(l)so; 48 h
foi de 0,078 +0,0148 mg L™ com coeficiente de variacdo de 18,92%. A faixa de
sensibilidade foi obtida através da CENO(I); 0,005 mg L™ e da CEO(l); 1 mg L™
(ABNT, 2004; 2005). Com os resultados da CE(l)so, foi elaborado um grafico-
controle, utilizando a média e os valores correspondentes a dois desvios
padrdo superiores e inferiores em relacdo a média (Fig. 30). Os valores da
CE(l)so e os intervalos de confianca obtidos nos testes realizados estdo

apresentados na Tabela 23.
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Figura 30. Faixa de sensibilidade do claddcero C. silvestrii ao arsenato (As®"),
de acordo com os valores da CE(l)so; 48 h obtidos no decorrer de 10 testes,
onde Tendéncia central = média dos valores da CE(l)so; Limite superior = valor
de dois desvios padrdo superiores; Limite inferior = valor de dois desvios

padrao inferiores
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Tabela 23. Valores da CE(l)so, (mg L) As® e respectivos intervalos de
confianga em testes de toxicidade aguda com duragéo de 48 h, utilizando o

cladocero C. silvestrii

Testes CE(so; 48 h Intervalo de confianca
(mg L™)
1 0,07 0,05-0,10
2 0,11 0,07 -0,16
3 0,09 0,06 - 0,13
4 0,08 0,05-0,12
5 0,07 0,05-0,10
6 0,07 0,05-0,10
7 0,06 0,04 - 0,09
8 0,07 0,04 -0,11
9 0,07 0,04 -0,12
10 0,09 0,06 - 0,14

A semelhanca dos resultados obtidos para P. caudatum, constata-se que
0 As®* é também mais toxico do que o As®* para C. silvestrii. Porém, esta
toxicidade se manifesta neste organismo em uma razéo significativamente
maior, cerca de 130 vezes. Considerando os valores da CE(l)so e Clso
determinados, pode-se concluir que o valor maximo (0,01 mg L™) permissivel
de As total, estabelecidos pela Resolucdo do CONAMA n° 357/2005 para as
aguas doces das Classes 1 e 2 é adequado, com excec¢do da sensibilidade de

C. silvestrii ao As®*, este poderia ser reduzido para maior seguranca e
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protecdo das comunidades aquaticas, visto ser bastante toxico para esse
organismo-teste. Em relagdo a literatura, apenas um trabalho foi encontrado
relacionado a toxicidade de As em claddceros, especialmente relevando-se
suas diferentes formas inorganicas como no presente trabalho para
comparagdes. Daphnia magna tem sido comumente utilizada como indicador
de toxicidade aquética e métodos padronizados tém sido desenvolvidos para
testes de toxicidade aguda (USEPA, 1985). Para 0 As®*" e As®*, as médias da
CLso foram de 4,4 e 7,4 mg L™, respectivamente (USEPA, 1984). Comparando-
se os valores aos do claddcero C. silvestrii e do protozoario P. caudatum, estes
foram mais sensiveis as formas inorganicas.

No entanto, varios trabalhos relacionados a toxicidade de As em peixes
foram encontrados, permitindo ter uma idéia comparativa da toxicidade deste
elemento em relacéo a outros niveis tréficos.

A maior parte dos dados sobre os efeitos do As em peixes esta baseada
em testes de toxicidade aguda por 96 horas, e alguns poucos tém avaliado 0s
efeitos sub-letais no crescimento, comportamento, fertilizacdo e eclosdo de
ovos (NICHOLS et al., 1984). A toxicidade letal do As trivalente (As,O3 CLso;
96 h) para peixe de agua doce varia na ordem de 10,8 a 91,0 mg L™ (WHO,
2001), sendo que para o salmao juvenil Oncorhynchus tshawytscha, esta
concentracdo foi estimada experimentalmente em 25,1 mg L™, variando entre
19,3 - 32,7 mg L seguindo exposicdo em modelo estatico (HAMILTON &
BUHL, 1990). Os mesmos autores citam concentragdes letais de arsenito de
sédio variando de 42,1 - 57,9 mg L' para experimentos com alevinos de
salméo Oncorhynchus kisutch. Na avaliacdo da toxicidade a partir de baixas
concentracbes, quando comparadas com dados de toxicidade aguda em
outras espécies aquaticas, verificou-se que em baixas concentracfes de 0,2
mg L' de trioxido de As, durante 96 h, o tecido retiniano da espécie
Colossoma macropomum, em especial os neurdnios da camada ganglionar
sdo afetados pela presenca desse metaldide, o que pode ocasionar
importantes alteracdes na homeostasia neural desta espécie, como a captura
de presas, mecanismos de luta e fuga, e bioacumulacdo hepatica do As,Os.
Considerando-se os organismos-teste do presente trabalho, a CLsp; 2 h - 0,78

mg L™ do As®* para o protozoario e a CE(l)so; 48 h - 0,0006 mg L™ para o
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cladocero, observa-se a tendéncia esperada da maior resisténcia nos niveis
troficos superiores, como os peixes.

O pH, a condutividade elétrica e a dureza das solugfes teste utilizadas
com os cladoceros nao variaram significativamente entre o inicio e o final dos
ensaios, sendo que os valores iniciais de pH nas concentraces de As**
variaram entre 5,0 e 8,0 e nas concentracdes de As®> entre 3,4 e 8,2;
aumentando de forma inversa aos valores das concentragbes. Os valores
iniciais de condutividade elétrica nas concentracdes de As®* variaram entre 3,2
e 118,2 uS cm™ e nas concentracdes de As® entre 15,3 e 149,6 uS cm™, ja os
valores de dureza nas concentracdes de As®*" variaram entre 6 e 54 mg CaCOs
L™ e nas concentracdes de As®* entre 8 e 58 mg CaCOs; L™. Essas variaveis
também poderiam estar influenciando os resultados de toxicidade, mas foram
de mesma grandeza nas duas formas de As®*" e As®".

A partir dos testes de toxicidade aguda, pelo As e pelas amostras de
sedimento, obtidos dos dois organismos-teste utilizados, observa-se de forma
clara a maior sensibilidade do clad6cero Ceriodaphnia silvestrii em
comparacao ao protozoario Paramecium caudatum. Essa maior resisténcia do
protozoario pode ser explicada pela bioacumulacdo, que é um importante
mecanismo de resisténcia a metais em microrganismos eucariéticos como
protozoarios ciliados (MARTIN-GONZALEZ et al., 2006). Essa bioacumulac&o
e resisténcia a metais nos ciliados ocorrem pela presenca da metalotioneina
(MT) em suas células. A metalotioneina € uma proteina da familia das
cisteinas, de baixo peso molecular. Ela tem a capacidade de se ligar tanto
fisiolégica (com o zinco, cobre, selénio) como xenobioticamente com metais
téxicos (com o cadmio, mercurio, prata, arsénio), através do grupo tiol de seus
residuos de cisteina, o que representa quase 30% dos seus residuos de
aminoacidos. Em consequéncia dessas propriedades, Martin-Gonzalez et al.
(2006) sugeriram a utilizacdo destes microrganismos eucariéticos como
potenciais biosensores celulares ou moleculares para avaliar a poluicdo
metélica nos ambientes. Por causa da resisténcia e bioacumulagéo de alguns
metais (cadmio, niquel, zinco, chumbo, cromo, cobre), verificada para alguns
protozoarios isolados de sistemas de tratamento de esgoto contaminados, a
utilizacdo desses protozodrios em biorremediacdo também tem sido
considerada (SHAKOORI et al.,, 2004, REHMAN et al.,, 2006a, 2006b;
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REHMAN et al., 2009; SHUJA & SHAKOORI, 2009). A possivel resisténcia dos
protozodrios ao As, evidenciada pelos resultados do presente trabalho, mostra
que esse organismo talvez ndo seja adequado para ser utilizado como
bioindicador e sim como biorremediador de ambientes contaminados. Embora
varios trabalhos publicados mostrem varias espécies de ciliados resistentes a
varios metais, nenhum deles relata a resisténcia ao As especificamente. Isso
demonstra a necessidade de maiores estudos com As e P. caudatum, bem
como outros ciliados.

Outra hipétese para a maior sensibilidade do cladécero C. silvestrii ao As
se deve ao modo de acdo deste elemento prejudicar organismos mais
complexos, ocasionando cardiotoxicidade, neurotoxicidade, além de problemas
respiratorios. Ja 0s protozoarios sao organismos unicelulares, e esta Unica
célula é responséavel por todas as funcbes vitais, ndo possuindo um sistema
cardiaco e neurotoxico especificos que poderiam ser afetados diretamente
pelo As.

5.5. Determinacdo da concentracdo de As total nos protozoérios e

clad6ceros

5.5.1. Determinacdo dos teores totais de arsénio na agua de cultivo, no

sobrenadante do sedimento e nos organismos-teste

Na determinacgdo dos teores totais de As nos protozoarios utilizou-se uma
curva analitica de calibragdo, com solucbes contendo 1,0; 2,0; 4,0; 6,0; 8,0 e
10,0 pug L™ de As, obtendo-se um coeficiente de correlacdo linear de 0,9943
(Fig. 31).

J4 na determinacdo dos teores totais de As nos cladoceros foram
utiizadas duas curvas analiticas de calibracdo. Para as amostras que
apresentavam menores teores de As, preparou-se solucbes analiticas de
calibracdo contendo 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 3,0 e 5,0 ug L™ de As, obtendo-se um
coeficiente de correlacgédo linear de 0,9896 (Fig. 32). Para as amostras contendo
maiores teores de As, preparou-se solugcdes analiticas de calibracdo contendo
5; 10; 20; 30 e 40 pg L™, obtendo-se um coeficiente de correlacéo linear de
0,9999 (Fig. 33). Todas as solucdes analiticas de calibracdo foram preparadas
em meio 0,014 mol L™ HNOs.
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Figura 31. Curva analitica de calibracdo para protozoarios, construida com
solucées padrdo de 1,0; 2,0; 4,0; 6,0; 8,0 e 10,0 pug L™ As, em meio de 0,014
mol L HNO3
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Figura 32. Curva analitica de calibracdo para cladoceros, construida com
solucées padrdo de 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 3,0 e 5,0 pg L™ As, em meio de 0,014 mol
L™ HNO3
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Figura 33. Curva analitica de calibracdo para claddceros, construida com
solucBes padréo de 5; 10; 20; 30 e 40 pg L™* As, em meio de 0,014 mol L*
HNO3

5.5.2. Determinacdo da concentracdo de As total no protozoario

Paramecium caudatum

Os teores determinados de As®* e As®* bioacumulados para o protozoario
P. caudatum estéo apresentados nas Tabelas 24 a 26.

Na Tabela 24, observa-se que houve diferenca significativa (p < 0,05)
entre as concentracdes de As, em pg x individuo As ou pg x g dw As com
relacdo as concentracdes dos testes de bioacumulacdo. Observa-se um
aumento do acumulo de As nos protozodrios, proporcional ao aumento das
concentracdes, estabilizando-se até atingir um limiar. Todavia, para a ultima
concentracdo dos testes, na qual houve mortandade de 100% dos individuos,
houve uma tendéncia de declinio do teor de As nos individuos. Isto pode ser
relacionado a ruptura da membrana do protozoario ao morrer, 0 que levaria a
liberagdo para o meio do elemento, que outrora havia sido acumulado pelo
organismo.

Na penultima concentragdo utilizada no experimento realizado com a
lavagem por EDTA (Tabelas 25 e 26), observa-se a maior concentracao de As

absorvido que o adsorvido, sendo esta concentracdo maior nos organismos
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vivos do que nos mortos (p < 0,05), corroborando com a hipotese da ruptura da

membrana do organismo e a liberacéo do As para o meio.

Tabela 24. Teores totais de As bioacumulados, em pg x individuo As ou ug x g°

! dw As nos protozoarios submetidos a diferentes concentracdes de As** e

As®". *média + desvio padrdo, n = 3 réplicas; LOD = limite de deteccdo; dw =

peso seco

As>*

Concentracdes e
(pg x individuo As

3+/
(mg L1 As®)

ug x gtdw As®*)

Concentracdes
(mg L1 As®)

As®*

(pg x individuo As®*/

Mg x g™ dw As®)

0,0 <8,0/<2,0(LOD)
0,6 35,6 +2,5 /11,9 +1,0
0,65 45,0 +1,5/13,3 1,1
0,7 60,0 +3,2 /15,0 +1,3
0,75 70,0 2,2 /17,5 +1,2
0,8 29,8 +1,0/ 10,5 +1,0

0,0
2,0
2,25
2,5
2,75

3,0

<8,0/<2,0 (LOD)
203,0 +3,3 /50,8 +2,4

224,8 £2,4 /56,2 £3,1
275,0 £3,4 /68,8 £1,8
282,6 £1,7 /70,7 £2,8

183,0 +2,5/45,8 +2,5

Tabela 25. Teores totais absorvidos e adsorvidos, em pg x individuo As®*" ou pg

x g* dw As* da pendltima concentracdo de As®* em protozoarios vivos e

mortos. *média + desvio padrdo, n = 3 réplicas; LOD = limite de deteccao; dw =

peso seco
~ As*" Absorvido As®" Adsorvido
Concentragdes L 3+ L 3+
(Mg L As) (pg x individuo As™/ (pg x individuo As™/
m s

J ug x gtdw As®*) pg x gtdw As®*)

0.0 <8,0/<20 (LOD) <8,0/<20 (LOD)
0,75 (Vivos) 52,3+3,7/23,1+2,7 38,5+2,1/14,3+2,0
0,75 (Mortos) 34,3+4,2/13,1£1,5 32,2+1,8/10,5+£1,5
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Tabela 26. Teores totais absorvidos e adsorvidos, em pg x individuo As®>* ou pg
x gt dw As® da pendltima concentracdo de As®* em protozoarios vivos e
mortos. *média + desvio padrdo, n = 3 réplicas; LOD = limite de deteccéo; dw =

pPEeSo seco

As®* Absorvido As®>* Adsorvido

Concentragdes 5t/

x individuo As x individuo As®'/
(mg L AsS) (Pg (P9

ug x gtdw As®) pg x gtdw As®)

0.0 <80/<20(LOD) <80/<20 (LOD)
2,75 (Vivos) 175,4 +2,7 [ 43,9 +3,2 78,6 £1,5/19,7 +2,6
2,75 (Mortos) 113,8 +3,4 /28,5 1,6 32,3+1,0/10,8 +1,5

Comparando-se os valores totais de As bioacumulados, absorvidos e
adsorvidos do As** e do As®* no protozoario P. caudatum, confirma-se a maior
toxicidade do primeiro em relacdo ao segundo, visto que as concentraces
acumuladas da forma oxidada foram maiores, da ordem de 5 vezes em relagao
a forma reduzida. N&o foram encontrados trabalhos relacionados a
acumulacdo de As por protozoarios, especialmente considerando-se suas
diferentes formas inorganicas.

Alguns trabalhos com protozoérios foram encontrados com outros metais,
como no trabalho de Nogueira (2007), no qual foi verificada uma maior
acumulacdo de cobre em P. caudatum (da ordem de 1.000 vezes) em
comparacao com a que foi encontrada no presente trabalho para o As; no
entanto, o cobre é um metal essencial e € encontrado naturalmente em
concentragbes muito mais elevadas.

O comportamento do chumbo e cadmio em uma comunidade de
protozoarios foi estudada por Fernandez-Leborans e Herrero (2000), a fim de
se obter dados sobre a toxicidade e bioacumulacdo destes metais toxicos.
Observou-se que os protozoarios bioacumularam valores entre 7,03 a 207,00
ug x g dw Pb e valores entre 0,05 a 332,75 pug x g™ dw Cd, representando
uma capacidade de acumulacéo de até 161,45 pg x g dw Pb e 310,75 pg x g™
dw Cd, valores muito acima dos encontrados com o As. Isto demonstra a
elevada toxicidade do elemento em estudo, mesmo comparados a outros

metais toxicos.
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5.5.3. Determinacdo da concentracdo de As total no claddcero

Ceriodaphnia silvestrii

Os teores determinados de As®" e As®* bioacumulados para o cladécero
C. silvestrii estdo apresentados nas Tabelas 27 a 29.

Na Tabela 27, observa-se que nao houve diferenca significativa (p > 0,05)
entre as concentragbes de As, em pg x individuo As ou pg x g* dw As com
relacdo as concentracdes dos testes de bioacumulacdo. Possivelmente, estes
organismos possuem um limite maximo de acumulacdo de substancias
enguanto vivos, independente da concentracdo do meio externo. Todavia, para
a Ultima concentracdo dos testes, na qual houve mortandade de 100% dos
individuos, houve uma tendéncia de declinio do teor de As nos individuos,
semelhante ao ocorrido com o protozoario. Nos claddceros, também ocorre a
ruptura da carapaca quando estes morrem.

Na pendltima concentragdo utilizada no experimento realizado com a
lavagem por EDTA (Tabelas 28 e 29), observa-se a maior concentragao de As
absorvido que o adsorvido, sendo esta concentracdo maior nos organismos
vivos do que nos mortos (p < 0,05), corroborando com a hipotese da ruptura da

carapaca do organismo e perda do As como no protozoario.

Tabela 27. Teores totais de As bioacumulados, em pg x individuo As ou ug x g°
! dw As nos cladéceros submetidos a diferentes concentracées de As®* e As®".
*média + desvio padrdo, n = 3 réplicas; LOD = limite de detec¢éo; dw = peso
seco

As* As>*
Concentracdes

(mg L™ As®)

Concentracgdes o o T .
(mg L As™ (pg x individuo As™/ (pg x individuo As®*/
mg S

Mg x g7 dw As®) Mg x g dw As®)

0.0 <21.1/<6, (LOD) 0.0 <21,1/<6,0 (LOD)
0,000001 97,9 £13,6 / 28,9 +8,0 0,005 1.606,5+11,5/474,4 +12,4
0,00001 120,9 +17,3 /35,7 £9,1 0,01 1.609,6 £15,6 / 475,3 £8,6
0,0001 133,4 £12,2 /39,4 +8,6 0,05 1.617,0+£16,3/477,5 8,8
0,001 143,6 £14,9/ 42,4 £9,4 0,1 1.627,5+21,7/480,6 +9,4
0,01 149,3 £17,9/ 44,1 £9,3 0,5 1.630,2 +19,0/481,4 £10,6
0,1 75,9+11,5/22,4 48,4 1,0 1.575,4 +11,2 / 465,2 +9,7
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Tabela 28. Teores totais absorvidos e adsorvidos, em pg x individuo As®*" ou pg
x g dw As** da pendltima concentragéo de As®*" em claddceros vivos e mortos.
*média + desvio padrdo, n = 3 réplicas; LOD = limite de detecc¢éo; dw = peso

Seco

As®* Absorvido As®* Adsorvido

Concentragdes 34

3+/
(mg L1 As®)

(pg x individuo As (pg x individuo As

ug x gtdw As®*) pg x gtdw As®*)
0,0 <21,1/<6,0(LOD) <21,1/<6,0(LOD)
0,01 (Vivos) <21,1/<6,0(LOD) <21,1/<6,0(LOD)
0,01 (Mortos) <21,1/<6,0(LOD) <21,1/<6,0(LOD)

Tabela 29. Teores totais absorvidos e adsorvidos, em pg x individuo As®* ou ug
x g dw As’* da pentiltima concentracédo de As”* em claddceros vivos e mortos.
*média * desvio padrao, n = 3 réplicas; LOD = limite de deteccdo; dw = peso

Seco

As® Absorvido As® Adsorvido

ConcentracoOes 5t/

5+/
(mg L™ As™)

(pg x individuo As (pg x individuo As

Mg x gt dw As®) Mg x gt dw As®)
0.0 <21,1/<6,0 (LOD) <21,1/<6,0 (LOD)
0,5 (Vivos) 1.050,2 #8,4/392,1 +13,4 420,1 +12,4/ 235,2 +9,6
0,5 (Mortos) 976,5+£10,4/360,2 £9,2  230,7 +10,7/ 102,8 8,7

A semelhanca dos resultados obtidos para P. caudatum, constata-se que
0 As®* é também mais téxico do que o As®* para C. silvestrii. As concentracées
de As®* acumuladas foram cerca de 15 vezes maiores do que as de As**. Em
relacdo a literatura, apenas um trabalho foi encontrado relacionado a
bioacumulacdo de As em uma populacdo de Daphnia laevis do Reservatorio
da Pampulha, em Belo Horizonte (PINTO-COELHO et al., 2003). Os valores
maximos encontrados na biomassa desta populacdo foram de 2 mg kg™, valor
bem abaixo da acumulacdo encontrada em C. silvestrii exposta as
concentragcbes mais baixas de As, o que pode indicar uma baixa contaminagao

por este elemento neste reservatorio.
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No entanto, alguns trabalhos relacionados a toxicidade de As em outros
organismos foram encontrados, permitindo ter uma idéia comparativa da
toxicidade deste elemento em relacdo a outros niveis troficos.

No trabalho de Carmo et al. (2004) foi avaliada a relacdo entre a
contaminacdo dos sedimentos e o acumulo de metais em caranguejos da
espécie Ucides cordatus, provenientes de dois bosques de mangue situados
em ltanhaém: um junto ao Rio do Poco, proximo de um lixdo e outro junto ao
Rio Itanhaém. Os caranguejos coletados nos dois sitios apresentaram altos
teores de As em seus tecidos, chegando a 259 mg g*, valores da ordem de
1.000 vezes os dos organismos no presente estudo.

No trabalho de Melo et al. (1999) foi determinado o teor de As total em
polpas e filés de espécies de peixes de agua doce, procedentes do Centro de
Pesquisa e Treinamento em Aquicultura, em Pirassununga, S&o Paulo. Os
teores obtidos de As (ug kg™) para os filés e polpas foram, respectivamente:
pacu (49 e 8), matrinxd (27 e 24), carpa (66 e 209), tilapia (37 e 277),
curimbata (30 e 93), tambaqui (42 e 24) e bagre (43). Em todas as amostras
foram encontrados niveis de As inferiores aos recomendados pela legislacéo
brasileira e todos os valores se encontraram abaixo dos encontrados nos
cladéceros e protozoarios.

Nos experimentos realizados, tanto com 0s protozoarios como com 0S
cladoceros, a concentracdo de As total dissolvido ndo foi significativamente
diferente entre o inicio e o final dos testes (p > 0,05).

Em alguns casos, nao foi possivel a quantificacdo do As absorvido e/ou
adsorvido, pois a concentracdo se encontrava abaixo do limite de deteccéo da
técnica utilizada ou os organismos morreram antes que acumulassem uma
qguantidade significativa do elemento, devido ao diminuto tamanho destes e das
baixas concentracfes utilizadas. Mesmo estes organismos-teste possuindo
pequeno tamanho, 0s mesmos sdo capazes de associar-se ao As e outros
metais, exercendo desse modo significante papel ambiental em relacdo a

disponibilizagdo de metais na cadeia trofica.
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6. CONCLUSOES

e Foram verificadas concentracdes elevadas de As total em amostras de
sedimento do Ribeirdo Guamium coletadas tanto na estacao seca (30,46 mg
kg?'), quanto na estacdo chuvosa (36,7 mg kg™?), sobretudo na regido a
montante (Pontos da Nascente e do Bairro de Tanquinho) e intermediaria
(Ponto do Disque Animais) da bacia.

e Através dos métodos de especiacdo quimica empregados, observou-se
que a relacdo As**/As®* variou com o ponto de coleta das amostras.

¢ Os resultados obtidos com a analise do sedimento foram semelhantes
aos valores tedricos previstos para estas amostras, utilizando o diagrama de
estabilidade pH x Eh, que indicou predominancia da forma As>*.

e O método de determinacdo de As total mostrou precisdo analitica
(22,80 +0,7 pg g*) quando comparado ao Material de Referéncia Certificado
WQB-1 (23,00 +1,84 ug g%, o qual & semelhanca das amostras, apresentou
em seu conteudo total, diferentes fracdes de As na sua forma inorganica.

e Embora nédo seja possivel afirmar ser um método analitico quantitativo
para as espécies inorganicas de As, o fracionamento destas formas no CRM
WQB-1 é um indicativo da resolucdo existente nos processos de digestao
e/ou extracao quimica de As nos sedimentos.

¢ A toxicidade do sedimento para o cladécero Ceriodaphnia silvestrii e o
protozoario Paramecium caudatum foi maior nas amostras que
apresentaram as maiores concentracdes de As total (4,33; 9,8; 30,46 e 36,7
mg kg™).

e A concordancia dos resultados de toxicidade obtidos para os
organismos e os valores determinados para as espécies inorganicas de
arsénio nas amostras de sedimento mostram que esses procedimentos
quimicos empregados e 0s organismos-teste utilizados sdo seguros como
indicadores da qualidade de sedimentos.

e Na anadlise quimica das amostras de sedimento da estagdo chuvosa,
observou-se que, significativa fragcdo do As total encontra-se biodisponivel

(60%), com prevaléncia para a forma As®".
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e De modo geral, a contaminagao por As ao longo dos pontos foi devido
ao uso de herbicidas, que possuem As®>* como principio ativo (CH4AsO3Na)
nas plantacdes de cana-de-acucar, sendo esta a fonte mais provavel deste
semi-metal encontrado no ambiente, caracterizando-se como uma fonte
dispersiva e nédo pontual de poluentes.

e Com relagéo a toxicidade das amostras de sedimento nos organismos-
teste, Ceriodaphnia silvestrii apresentou sensibilidade aguda significativa em
alguns pontos, especialmente aqueles mais toxicos determinados pelas
andlises quimicas, sendo Paramecium caudatum mais resistente, nao
apresentando sensibilidade significativa em nenhum dos pontos.

¢ Nos testes de toxicidade aguda com as solucbes de As inorganico, a
toxicidade do As®*" foi 3 vezes maior do que a toxicidade do As®> para P.
caudatum (0,78 +0,0149 mg L™ As®*/ 2,55 +0,0116 mg L™ As®*) e 130 vezes
maior para C. silvestrii (0,0006 +0,0003 mg L™ As**/ 0,078 +0,0148 mg L™
As™).

e Com excecédo da sensibilidade encontrada para o cladocero C. silvestrii
ao As®*, o valor maximo permissivel de As total (0,01 mg L™), estabelecido
pela Resolucdo do CONAMA n° 357/2005 para as aguas doces das Classes
1 e 2 é adequado para ambos organismos-teste.

¢ A toxicidade das formas inorganicas esta de acordo com a literatura,
pois a forma reduzida (As®") é significativamente mais toxica do que a forma
oxidada (As’*), sendo o organismo C. silvestrii mais sensivel ao As e as
amostras de sedimento do que o protozoario P. caudatum.

e A determinacdo do teor total de As nos organismos-teste indicou a
bioacumulacdo desse contaminante em concentracdes significativas, sendo
o actmulo maior no cladécero C. silvestrii (149,3 +17,9 pg x individuo As®*
ou 44,1 +9,3 ug x g+ dw As®* / 1.630,2 +19,0 pg x individuo As®* ou 481,4
+10,6 ug x g* dw As®") do que no protozoario P. caudatum (70,0 +2,2 pg x
individuo As®* ou 17,5 +1,2 ug x g dw As®* / 282,6 +1,7 pg x individuo As®*
ou 70,7 +2,8 ug x g* dw As®), evidenciando uma potencial e preocupante
fonte de contaminacdo na cadeia alimentar por serem organismos

constituintes dos primeiros niveis troficos.
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