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1. INTRODUCAO

A 4gua ¢ fonte de vida. E indiscutivel a importincia que essa substdncia tem
para a sociedade, seja como componente bioquimico dos seres vivos, meio de
sobrevivéncia destes ou produto de consumo. Desde o inicio da civilizagdo, o0 homem
buscou se estabelecer em locais préximos de rios e lagos, onde a cultura de animais e
alimentos de subsisténcia era favorecida.

Ap6s o periodo da Revolugéo Industrial, grande parte desse recurso natural tem
sido poluido e contaminado. Muitos dejetos e efluentes sem tratamento tém sido
eliminados por industrias, afetando o ecossistema local e, consequentemente, o homem.
A contaminagdo atua como um disruptor ambiental, que estd ligada a
redugdo/fragmentacdo do habitat e a perda da sua qualidade, causando diminui¢do na
densidade e na viabilidade das populagdes e alteracdes nos padrdes de dispersdo entre
habitats vizinhos (Ribeiro e Lopes, 2013; Wilson e Hopkins, 2013).

Enquanto as investiga¢des da qualidade da agua tém tradicionalmente focado em
nutrientes, bactérias, metais pesados e poluentes prioritarios, pesquisas recentes vém
revelando a ocorréncia de centenas de contaminantes organicos nos efluentes que estdo
impactando as aguas superficiais urbanas. A significancia toxicologica é dificil de
avaliar e, geralmente, as concentragdes limites aceitdveis para agua potdvel e para
efluentes ainda nfo foram estabelecidas. Coletivamente, esses compostos sdo
referenciados como “Contaminantes Organicos Emergentes” (Pal et al, 2014).

Um desses contaminantes € o Bisfenol A (BPA). Ele ¢ um composto que tem
sido largamente utilizado nas industrias quimicas na produg¢do de resinas epdxi e
poliéster estireno. Alguns estudos vém mostrando que o BPA é potencialmente toxico
para embrides e tem sido apontado como causador de defeitos genéticos. O BPA é um
xenoestrogénio néo esteroide que exibe aproximadamente 10 da atividade do estradiol.
S&o poucos os estudos que tem examinado os efeitos do BPA nas espécies da vida
selvagem tanto no laboratério como em ensaios de campo (Bindhumol ez al, 2003;
Witorsch, 2002, Flint et al, 2012, Wang et al, 2015).

Para andlise da influéncia deste e de uma gama de outros compostos em relagéo
ao potencial toxico de cada um, séo realizados ensaios toxicoldgicos com organismos-
testes padronizados, a fim de se observar alguns pardmetros biologicos, como

mortalidade, crescimento, reproducdo, comportamento dos organismos, dentre outros

(Zagatto et al. 2008).



A toxicidade em ambientes naturais € objeto de estudo da ecotoxicologia, que
junto aos orgédos ambientais, procuram criar e supervisionar leis para o tratamento de
efluentes e seu destino correto. Dessa forma, evita-se o desequilibrio do ecossistema,
preservando a qualidade da agua e possibilitando a continuidade da vida em todos os
niveis tréficos nos corpos hidricos.

O composto BPA apresenta caréncia de estudos na literatura, tanto em relacfo a
sua presen¢a nos corpos hidricos, quanto a sua toxicidade em relagdo aos organismos
aquaticos, havendo a necessidade de andlises especificas sobre diferentes tdxons
representativos da cadeia alimentar.

No Brasil, especificamente na regido sudeste, encontra-se uma das bacias mais
importantes do pais, no sentido de desenvolvimento econdmico, a bacia do Rio Paraiba
do Sul. Ela abrange uma 4rea total de aproximadamente 62.074 km?, estendendo-se
pelos estados de S@o Paulo, Rio de Janeiro e Minas Gerais, onde abrange um total de
184 municipios. As 4guas dessa bacia s@io utilizadas principalmente para o
abastecimento, dilui¢@o de esgotos, irrigagdo e geragfo de energia elétrica e, em menor
escala, destinadas a pesca, aquicultura, recreagfo e navegacdo (CEIVAP, 2015).

Diversos fatores contribuem para a degradagdo da qualidade das dguas do Rio
Paraiba do Sul, dentre esses o lancamento de cerca de 1 bilhdo de litros de esgoto
domeéstico diariamente nos rios da bacia (CEIVAP, 2015; Amorin & Ferreira, 2000).

Justifica-se o presente estudo pela auséncia de dados com enfoque na detecgio
de BPA no rio Paraiba do Sul, e, tendo em vista a necessidade do entendimento de
como este composto influencia em determinados padrdes ecologicos da biota aquatica, o
presente estudo avaliard a influéncia do mesmo sobre dois vertebrados - Danio rerio
(Hamilton-Buchanan, 1822), organismo exdético, da regido sudeste do Himalaia,
Poecilia reticulata (Peters, 1859), organismo endémico da América do Sul (também
encontrado no Rio Paraiba do sul), e um invertebrado, Daphnia simlis claus (1876).
Serdo estudadas as concentragdes que podem interferir nos padrdes de sobrevivéncia e
possibilidade de declinio de tais organismos no ambiente natural.

As trés espécies foram selecionadas por serem largamente utilizadas para
andlises de toxicidade, em fun¢fo da facilidade de manuten¢do em laboratdrio, alta
sensibilidade e baixo custo (Alsop & Wood, 2011; Scarlett er al, 2013; Moreira et al,
2010; Pelli & Connaughton, 2015; Liguoro ef al, 2012; Rodgher & Espindola, 2010).



2. OBJETIVOS

Analise do composto BPA na bacia do Rio Paraiba do Sul e de sua toxicidade

sobre os organismos P. reticulata, D. rerio e D. similis.

Especificos

e Analise qualitativa e quantitativa de BPA em dois afluentes do Rio Paraiba do
Sul (Rio Pirapetinga e Corrego Goiabal)

e Analise ecotoxicologica da agua bruta dos dois afluentes mencionados (sem
dilui¢do) com os organismos-teste.

e Analise ecotoxicologica do composto BPA (CL50-48h / EC50-48h) sobre os

organismos Poecilia reticulata, Danio rerio e Daphnia similis.

3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Area de estudo

Os pontos de amostragem escolhidos situam—se em afluentes do Rio Paraiba do
Sul, no Rio Pirapetinga e no Coérrego Goiabal, no Estado do Rio de Janeiro, nos quais
existem fabricas que lancam seus efluentes nas aguas do corpo hidrico em questdo. Em

cada area indicada no mapa (figura 1) foram selecionados dois pontos de coleta.
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Figura 1- Locais onde serfio coletadas amostras na Regido do Médio Paraiba

Foram realizadas duas coletas anuais, uma em abril de 2016 e outra em
dezembro de 2016, segundo a base de dados do nticleo de monitoramento agroclimatico
(ESALQ-USP), avaliando a interferéncia das chuvas em relagdo aos pardmetros

avaliados. Foram coletados 4 litros de amostra em cada ponto, sendo transferidos para



frascos ambar e armazenados na presenga de bolsas de gelo até o retorno para o

laboratério.

3.2 Andlises Ecotoxicologicas

Os cultivos e ensaios ecotoxicoldgicos dos organismos foram baseados nas

referéncias presentes na tabela 1.

Tabela 1 — Referéncias dos testes ecotoxicoldgicos

Organismo Referéncia

D. rerio ABNT 15088:2011

P. reticulata ABNT 15088:2011 (adaptada por ARAUJO, 2008)
D. similis ABNT 12713:2009

3.3 Cultivo dos organismos

Os organismos P. reticulata e D. rerio foram obtidos na Agéncia Paulista de
Tecnologia dos Agronegodcios de Pindamonhangaba/SP e na empresa Power Fish (Rio
de Janeiro-RJ), respectivamente, passando ambos por aclimata¢do no laboratério de
Ecotoxicologia da Escola de Engenharia de Lorena (EEL-USP) antes dos ensaios
(figura 2). O laboratério de Ecotoxicologia da EEL ja possuia cultivos do

microcrustaceo Daphnia similis.

Figura 2- Laboratdrio de adaptagdo e cultivo de peixes

A agua de cultivo foi obtida de um poco artesiano localizado no mesmo campus

(EEL-USP), sendo com carvéo ativado, obtendo pH e condutividade proximos a 7 e 140

S.cm'l, respectivamente.
[ p



Foram realizados ensaios de Dureza (CETESB, 1978), Amonio (Koroleff, 1976)
e Oxigénio Dissolvido (CETESB, 1978), além das leituras de pH e Condutividade com

sonda Hanna modelo HI 9811-5 calibrada semanalmente.

3.4 Testes de sensibilidade e carta controle

A substincia Dicromato de Potassio (K,Cr,O7) (figura 3) foi utilizada como
substéncia referéncia para a avaliacdo da sensibilidade dos organismos P. reticulata e D.
rerio, sendo escolhida por ser um contaminante ambiental, solivel em agua, altamente
toxica na agua e legalmente utilizada como substancia referéncia em varios paises
(Environment Canada, 1990). Foram utilizados cristalizadores de vidro com capacidade
de 1.2 litros contendo amostras diluidas do composto, respeitando um gradiente linear
de concentragdo. Em cada tratamento (n=3) foram inseridos 5 peixes, totalizando 30
organismos expostos por réplica. Baseado em anadlises/dados preliminares, foram
estipuladas as seguintes concentragcdes para serem empregadas nos testes de
sensibilidade: controle, 10 mg.L'l, 50 mg.L'I, 100 mg.L'], 150 mg.L'l, 300 mg.L'l.
Durante todos os experimentos os tratamentos foram aerados por um compressor com
difusores, de forma a manter a concentragio de oxigénio dissolvido > 6 mg.L™".

O cloreto de sédio (NaCl) (faixa de concentracdo de 1 mg.L™" a 10 mg.L'l) foi
escolhido para aplicacdo nos testes de sensibilidade com D. similis (figura 4), uma vez

que esse composto ja era aplicado no laboratério de forma rotineira para o organismo

em questio.

e,

Figura 3- Teste com Dicromato de Potéssio — preparacdo da solucéo e insercéo dos peixes



Nos testes com os peixes P. reticulata e D. rerio foram calculados os valores
médios do CL50-48h (concentragdo que mata/imobiliza 50% dos organismos testados).
Os dados obtidos foram comparados com dados da literatura. Nos testes com o
organismo D. similis, foram calculados os valores médios do CE50-48h (concentracéo
efetiva que causa efeito em 50% dos organismos testados), sendo os valores
comparados com os provenientes da carta controle (control chart) produzida pelo

proprio laboratério onde os organismos foram cultivados (ABNT, 2011).

Figura 4 - Teste com Cloreto de Sodio — preparagéo da solugéo e inser¢do dos microcrustaceos

3.5 Andlise de CL50-48h (BPA) - D. rerio e P. reticulata

Foram utilizados cristalizadores de vidro com capacidade de 1,2 litros contendo
amostras diluidas do composto, respeitando um gradiente linear de concentracdo. Em
cada tratamento (n=3) foram inseridos 5 peixes, totalizando 30 organismos expostos por
réplica. A faixa de concentracéo adotada foi de 1 mg.L" a 40 mg.L"' . Durante todos os
experimentos os tratamentos foram aerados por um compressor com difusores, de forma

a manter a concentracio de oxigénio dissolvido > 6 mg.L™".

3.6 Andlise de CE50-48h (BPA) - Daphnia similis
Foram utilizados recipientes de plastico com capacidade de 50 ml contendo
amostras diluidas do composto (5 dilui¢des), respeitando o gradiente linear de

concentragdo, contendo 5 organismos cada (n=4). A faixa de concentracdo adotada foi

de 1 mg.L"a20 mg.L".



3.7 Andlises fisicas e quimicas

A tabela 1 apresenta os parametros que foram analisados nas aguas do Rio

Pirapetinga, Cérrego Goiabal e nas aguas de cultivo dos organismos-teste.

Tabela 1 - Variaveis e métodos utilizados na caracterizagio fisica e quimica da qualidade das aguas do
Rio Pirapetinga, Corrego Goiabal e dos aquarios (cultivos).

Varidvel

Metodologia

Referéncia

*Bisfenol 4

Ph, temperatura e condutividade

Oxigénio dissolvido

Amonio (somente para 0s aquarios)

Dureza
(somente para os aquarios)

Soélidos totais

Clorofila a
(somente para 0s aquarios)

##Na', K, NOs" e PO,

Cromatografia

Sonda Hanna Instruments
HI9811-5

Método Winkler modificado pela azida
sodica

Espectofotometria

Meétodo da titulagdo com EDTA

Gravimétrico

Meétodo da acetona

Absorg¢do atdmica

Dussalt ez al. (2009)

Norma Técnica L5.169
CETESB

Koroleff (1976)

Norma técnica L5.124
CETESB

Lorenzen (1967)

APHA, 2012

(somente para 0s aquarios)

* Filtracdo, extracdo e elui¢cdo das amostras (Bisphenol)

As amostras coletadas das aguas dos afluentes foram filtradas em laboratério em
membrana de fibra de vidro, de porosidade 1,2 mm, para a retirada de sélidos em
suspensdo. Em seguida, 500 mL de cada amostra filtrada foi percolada através de
cartuchos OasisHLB com ajuda de uma bomba peristaltica, com uma vazdo de 7 mL.
min” para a extragio dos analitos de interesse (figura 5). O sistema para a extragdo foi o

mesmo desenvolvido por Sodré ef al. (2010).

Figura 5 — Sistema de extracdo dos analitos

A quantificagdo dos compostos alvo foi realizada por cromatografia liquida

acoplada a espectrometria de massas em tandem (LC-MS/MS). Foi utilizado um



cromatografo Agilent modelo 1200, equipado com bomba binaria, injetor automatico e
compartimento de coluna termostatizado. A separagdo cromatografica foi realizada com
uma coluna Zorbax SB-C18 (2,1x30 mm, tamanho de particula de 3,5 um) a 25°C. A
fase moével foi constituida de 4gua ultrapura (A) e metanol (B), previamente filtrados em
membranas com 0,2 um de porosidade, contendo 0,01 % de hidréxido de amoénio,
aditivo esse que favorece a formacdo de ions. A composi¢éo do gradiente, em fungfo da
concentragdo do solvente B, foi a seguinte: inicio com 68 % e aumento para 80 % em 3
minutos. Entre cada corrida cromatografica o sistema foi mantido a 68 % de B por 5
minutos para recondicionamento da coluna. A identificacdo e a quantifica¢do dos
compostos foram realizadas por espectrometria de massas em um equipamento Agilent
com triplo quadrupolo (modelo 6410B). Os compostos foram ionizados em uma fonte
de electrospray no modo negativo, e foram monitorados pelo modo MRM
(Multiple ReactionMonitoring), de acordo com os pardmetros descritos na tabela 2. Os
pardmetros da fonte de ionizagdo foram os seguintes: temperatura de 325 °C, o fluxo do
gas de secagem de 10 litros por minuto, a pressdo de nebulizador foi de 50 psi e a tenséo
no capilar de ions de 4000 V. As curvas analiticas foram construidas de acordo com a

area obtida para cada composto em fun¢do de sua massa na coluna.

Tabela 2 — Transicdes precursor-produto e as respectivas energias de colisdo (EC) selecionadas
para a quantificagdo do BPA empregando o modo MRM do espectrdmetro de massas.

Composto Polaridade Fragmentor (V)  Precursor Quantificacdo Confirmacdo 1
(m/z) m/z ECV) m/z ECV)
Bisfenol A - 100 227 2109 30 132,9 25
*m/z=+ 0,1

** Andlise dos elementos Na', K', NO3; e PO, - Absor¢do atémica

As amostras de agua de aquario foram pré-tratadas pelo processo de filtracdo
(filtro 0,45 pm) segundo a metodologia 3030B para caracterizagdo de cations
dissolvidos como sodio, potéssio e anions dissolvidos como nitratos e fosfatos. Para as
analises de cations foram utilizado um fotdmetro de chama da marca Analyser, com
limites de deteccdo em 0,5 mg.L'l para potassio e o sodio (RK2=O,997 e RNa2 = 0,994).
Para as analises de nitratos e fosfatos foram usados os métodos espectroscopicos de
absorvancia, para nitratos usou-se a analise direta em 220 nm (RN032= 0,989), por que a

amostra apresentou baixo teor de matéria organica, € para os fosfatos utilizou-se o
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método colorimétrico fosfato vanadomolibidato em 470 nm (RPO42=O,995), ambos

usando um espectrofotometro UV-vis da marca Shimadzu (UV-1800).

3.8 Andlise de dados

A CL50-48h e CE50-48h foram determinadas através da utilizagdo do programa
Spearman-Karber, versdo 1.5 com a ferramenta estatistica Trimmed Spearman-Karber,
na qual foi analisada a concentragdo de BPA que matou/imobilizou 50% dos
organismos-teste em cada tratamento. Para a agua bruta dos afluentes, sem dilui¢go, foi
utilizado o programa Toxstat®, e a analise Fisher Exact Test (mortalidade).

Os dados dos pardmetros fisicos e quimicos foram analisados através da Analise
de Componentes Principais (ACP), a fim de averiguar as correlagbes existentes entre 0s
parAmetros e as estagdes de coleta, através do programa estatistico PAST®. Foi possivel

analisar também a influéncia das estagdes seca e chuvosa sobre os pardmetros

estudados.

4. RESULTADOS

4.1 Cultivo dos organismos

Os dados referentes as analises realizadas diretamente na dgua dos aquarios e
cristalizadores sfio apresentados na tabela 3 (média, desvio padrdo) para todo o periodo

de cultivo dos organismos.

Tabela 3 — Pardmetros analisados na 4gua de cultivo: pH (potencial hidrogeniénico), Cond
(condutividade), OD (Oxigénio Dissolvido), Clo a (clorofila a), Dureza, Amdnio (NH,"), Nitrato (NO53") e

Fosfato (POy).

Organismo pH Cond OD Cloa Dureza Amonio NOs” PO4
(uS/em) (mg.L™") (mg.L™) (mg.L™") mg.L"! mgl' mgL’
P. reticulata
Média 7,2 120 6.5 <L.D. 40 0,03 0,90 1.2
DP 0.8 30 1,2 <L.D. 20 0,02 0,2 0.3
D. rerio
Média 7.5 120 6,0 <L.D. 40 0,05 0,90 1,2
DP 0,5 40 0.3 <L.D. 10 0,02 0,2 0,3
D. similis
Média 7.0 200 7.2 <L.D. 50 <L.D. - -
DP 0,2 30 0,5 <L.D. 10 <L.D. - -

O pH ideal para o cultivo de peixes se encontra entre 6,5 € 7,5, € a temperatura
ideal entre 23 e 28°C. A condutividade medida encontra-se dentro dos limites previstos

em cultivos (60 a 500 uS.cm™). A elevagdo dos seus niveis pode estar associada ao

11



aumento da matéria organica na 4gua, contribuindo para o acimulo de {ons no ambiente
de cultivo (Ttuassu et al., 2004). Os niveis de oxigénio dissolvido se encontram dentro
do estipulado pela CONAMA 357 (2005) para manutencdo da vida aquatica (> 6 mg.L"
. A dureza média da agua dos aquarios pode ser descrita como macia (0-60 mg.L"
CaCO0s3), uma caracteristica de dguas subterraneas.

Quanto a Clorofila a, ndo foi possivel quantificar a concentragio. Alguns fatores
limitantes sfio necessarios para que as algas se desenvolvam, como fontes de N
(nitrogénio) e P (fésforo). Como as 4guas dos aquérios eram renovadas (30%)
semanalmente, poSsivelmente ndo havia tempo hébil para que tais microrganismos se
desenvolvessem, pois as condi¢des nfo eram favoraveis para isso (auséncia de fatores
necessarios em concentragdes ideais).

Nio foi detectada a presenga dos cations Na” e K. As concentra¢des dos anions
NO;” POy, ndo pode ultrapassar os 50 rng.L'1 (Aquaset, 2013) e 0,03 mg.L'1
(Reefsimples, 2009), respectivamente. A concentragdo de fosfato se encontrou 40 vezes
acima do recomendado para aquarismo, mas, ainda assim, ndo foi observada

mortalidade dos peixes durante todo o periodo de cultivo.

4.2 Andlises fisicas e quimicas das dguas dos corpos hidricos
Os dados das analises fisicas e quimicas realizadas nas aguas do Rio Pirapetinga
e no Corrego Goiabal sdo apresentados na tabela 4 (média, desvio padrdo) para ambas

as estagdes de coleta (seca e chuvosa).

Tabela 4 - ParAmetros analisados na 4gua bruta do Rio Pirapetinga (RP) e Cérrego Goiabal (CG):
pH (potencial hidrogenioénico), Cond (condutividade), ST (sdlidos totais), °C (temperatura), OD
(Oxigénio Dissolvido) e BPA (Bisfenol A).

Rio/ pH Cond ST °C oD BPA
Estagdo (uS/cm) (mg.L™" (mg.L™") (ng.L™"
RP

Seca 7,3 96,7 89,2 21,6 6,0 45,2
Chuvosa Tl 141,7 130 25,2 6,7 23,4
DP 0,14 31,81 28,85 2,54 0,49 15,41
CG

Seca 6,9 125 116,7 21,8 6,7 <L.Q.
Chuvosa 6,8 245 1383 27,2 6,6 20,4
DP 0,07 84,85 1527 3,81 0,07 -

12



4.3 Andlises Ecotoxicologicas
4.3.1 Teste de sensibilidade com dicromato de potdssio (peixes)
Os resultados dos testes de sensibilidade ao composto dicromato de potéssio

(K2Cr,07) para os organismos P. reticulata e D. rerio sdo apresentados nas tabelas 4 e

5, respectivamente.

Tabela 4 - Valores de CLs, 48h (mg.L™' K,Cr,0,) obtidos nos testes de sensibilidade para o organismo

Poecilia retculata

Teste com Dicromato de Potassio CL50-48h (mg.L'l)
56,00
2 22,36
46,62
Média 41,66
Desvio padréo 14,17

Os valores da CL50-48h obtidos para o teste de sensibilidade com o dicromato
de potassio (K,Cr,05) utilizando o organismo P. reticulata, variaram entre 22,36 mg.L'1
e 56,00 mg.L'1 (70,00-13,23). Cannavan (2009) obteve um valor de CL50-24h de 50
mg.L". Mesmo sendo um teste mais curto, os valores s3o similares.

Tabela 5 - Valores de CLs, 48h (mg K,Cr,0,.L™") obtidos nos testes de sensibilidade para o organismo

Danio rerio.

Teste com Dicromato de CL50-48h (mg.L™) Intervalo de confianca (95 %)

Potassio (mg.L™)
1 110,14 * 60,14 — 140,8
2 148,55 * 143,47 — 188,39
3 - 123,21 * 24,02 -171.89
Média 127,3
Desvio padrio 19,53

Nos ensaios de sensibilidade com o organismo D. rerio, obteve-se uma
concentracdo mediana de CL50 48h de aproximadamente 127,3 mg.L™", valor muito
proximo do reportado pela literatura segundo Tavares (2008) e Silva ez al. (2010), em

que os valores médio obtidos foram 151,06 mgL'e 114 mg.L™, respectivamente.
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Cabe aqui ressaltar, que os comités nacionais e internacionais tem proibido a
utilizacdo de um quantitativo elevado de organismos em bioensaios, especialmente
vertebrados. Dessa forma, as cartas controle tem se tornado obsoletas, uma vez que
obriga o pesquisador a realizar dezenas de ensaios e sacrificar um nimero significante
de organismos. Dessa forma, o que tem se visto em artigos internacionais em revistas
importantes, como a Chemosphere, ¢ a realizagdo de 3 ensaios (n=3) de sensibilidade e
comparagdo com os dados de outros trabalhos ja publicados, reduzindo assim o
quantitativo de organismos necessarios. Outro fator importante, € o de que para ensaios
como o do atual relatorio, hd a necessidade de cadastramento no comité de ética para

experimentagdo animal, descrevendo o numero de cobaias a serem utilizadas € o

periodo do projeto.

4.3.2 Teste de sensibilidade ao Cloreto de Sdédio - Daphnia similis

Pela analise da carta-controle (figura 6) do organismo D. similis, observa-se que
a ECsy 24 h média encontrada na exposi¢do ao composto NaCl foi de 2,71 mg.L'l, com
intervalo de 2,32 a 3,10 mg.L'l. Como o valor se encontra dentro dos limites
estabelecidos, o organismo D. similis se demonstrou apto para ser utilizado nos testes

ecotoxicologicos (baseados na carta controle presente no laboratdrio de ecotoxicologia

da EEL-USP).

Carta-controle Daphnia similis

35
14 El ettt —1

® g - [
£ 1z - b bt
= a_a o * ® CL50
E 2 - Média
= 15
2 712345678 91011121314

Lotes

Figura 6 — Carta controle produzida no laboratério de ecotoxicologia da EEL-USP para o organismo D.
similis.

4.3.3  Andlise de CL50-48h e CE50-48h para BPA

Os dados dos efeitos toxicos do composto BPA para as trés espécies de
bioindicadores sfo descritos na tabela 6. Observa-se que o organismo mais sensivel ao

composto € o peixe P. reticulata, e 0 menos sensivel o microcrustaceo D. Similis.
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Tabela 6 - Valores de CLs, 48h (BPA) obtidos nos testes ecotoxicoldgicos para os organismos 2.
reticulata, D. rerio e D. similis.

Organismo CL50/ CES0 Limites
Poecilia reticulata 2.2 mg.L'1 1,1-4,4
Danio rerio 10 mg.L™ 8-12
Daphnia similis 12,64 mg.L™" 9,3-17,17

4.3.4 Testes ecotoxicolégicos: Agua bruta do Rio Pirapetinga (RP) e do
Corrego Goiabal (CG)

O Fisher exact test ao final da anélise dos dados gera um valor estatistico critico,
indicando para significdncia (t6xico) ou ndo (ndo toxico). Valores maiores do que o
critico eram considerados como nfo significantes (ndo toxicos). O valor critico gerado
pelas anélises foi de 15, e cada tratamento obteve um valor estatistico de 20, ou seja,
ndo houve significAncia comparando o quantitativo de mortos de cada tratamento com o

controle (nenhuma amostras foi considerada toxica).

4.3.5  Andlise dos componentes principais (ACP)
Na figura 7, na analise dos componentes principais baseados numa matriz de
correlagdes, o eixo 1 explicou 59,53% do arranjo da varidncia, e em conjunto com o

eixo 2 explicou aproximadamente 83,4%.

.2 Seca

2{3? A_(ng.L-1)

1 T ———y
2 i 1.2 Chuvosa R.1 Chuvosa
o3
\ Solidos_Totais_(mg.L-1)
r T

Component 2

2,4

-4,0

2.2 Chuvosa

-2,04

Component 1

Figura 7 - Ordenagdo com base na Analise dos Componentes Principais (ACP) de Correlagdo de variaveis
limnolégicas em duas estagdes; seca (abril/2016) e chuvosa (dezembro/2016). As variaveis analisadas
foram agrupadas por area (1 - RP e 2 - CG) e estagéo (seca e chuvosa).
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Dois grupos distintos se formaram entre RP e CG, estagdo seca (esquerda) e
estacdo chuvosa (direita), distinguindo assim diferengas estatisticas entre ambos 0s
periodos. A andlise demonstrou haver diferencas estatisticas que predizem a influéncia
das chuvas em ambos os corpos hidricos. O vetor do pardmetro BPA apresentou uma
pequena inclinacdo para a estagfo seca.

Os pardmetros Solidos totais, Condutividade, Temperatura e Oxigénio
Dissolvido demostraram apresentar maior correlagdo com a estagdo chuvosa, uma vez

que se agruparam proximos do grupo correspondente a essa estagao.

5. DISCUSSAO

5.1 Testes ecotoxicoldgicos com BPA

Segundo a. literatura, os valores da concentragdo letal de BPA a organismos
aquaticos variam de 1 a 20 mg.L™" (Staples et al., 1998; Staples et al., 2002). No
presente trabalho foram encontrados para os organimos P. reticulata, D. rerio e D.
similis valores de CL50/EC50 dentro da faixa esperada (2,2 — 12,64 mg.L™).

O lancamento de BPA no ambiente aquético deve-se quase que exclusivamente
ao lancamento direto de efluentes. Pequenas quantidades lancadas sdo origindrias de
efluentes de estagdes de tratamento de aguas residudrias que sdo capazes de remover
entre 90 e 98% do composto em questdo (Nakada el al, 2006; Drewes et al., 2005). O
compartimento aquatico tem sido identificado como o principal local em que o BPA
pode ser encontrado. Diversos trabalhos demonstraram a concentragdo méxima do
composto em corpos hidricos. Verliefde ef al. (2007) aponta na Holanda para
concentragdes maximas de 22.000 ng.L'l, ou seja, 0,022 mg.L'l. Esse valor supera em
muito (~60%) a concentragdo maxima encontrada por Montagner & Jardim (2011) no
Brasil, que foi de 13.016 ng.L'i (0,013 mg.L'l).

Comparando a concentragdo maxima indicada por Verliefde er al. (2007), de
0,022 mg.L"' de BPA nos corpos hidricos, com aquela confirmada pelos testes de
toxicidade de 12,64 mg.L™', vemos que dificilmente ocorreria toxicidade aos organismos
aquaticos nas aguas dos rios pela presenga de BPA nessas baixas concentragdes.

Concentracdes elevadas de BPA somente ocorreriam em catdstrofes ambientais,
como um vazamento acidental. Fukazawa et al. (2002) mostraram que a concentragdo

de BPA nos efluentes de parques industriais que trabalham com o composto, podem
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chegar a centenas de milhares de ng.L"'. Somente nesse caso, com concentragdes altas
(mg.L™") poderiamos ter efeitos agudos de toxicidade para os organismos aquaticos.

Mesmo sabendo da importancia da andlise da concentracéo letal aos organismos
aquaticos (efeito agudo), tém-se dado enfoque em efeitos sub-letais, em baixas
concentragdes dos poluentes (ug.Lh), ou seja, efeitos que interfiram na natalidade,
desenvolvimento, metabolismo, deformidades genéticas, comportamentais, etc. (efeitos
crdnicos).

Sdo varios-os estudos que destacam os efeitos sub-letais, com exposi¢des que
duram de horas, semanas, até meses. Wang er al. (2015) mostraram os efeitos de
efluentes tratados (concentragdes < 500 ug.L'l de BPA) que causam vérias aberracdes
comportamentais, como baixa adaptabilidade a novos ambientes, natatoria
comprometida, redugdo da agressividade, redugdo do engajamento social e reducdo das
tendéncias 6bvias quanto ao ciclo circadiano, enquanto Song er al. (2014), em
concentragdes menores que 1,5 mg.L”, confirmam a hipétese de que o BPA causa

lesSes nas larvas de D. rerio e atrasa a eclosdo dos ovos.

5.2 Andlise do BPA no Rio Pirapetinga e no Corrego Goiabal

Foram encontrados em ambos os corpos hidricos, RP e CG, concentragdes de
BPA que variaram de 20.4 ng.L‘1 a 45.2 ng.L'l. Comparando esses dados com as
analises realizadas por Montagner (2011) no Rio Atibaia, méaxima de 11 ng.L", os
valores chegaram a ser até 4 vezes maiores.

Os efluentes gerados pelas indastrias desde que devidamente caracterizados e
que ndo oferegam problemas para o tratamento final nas Esta¢des de Tratamentos de
Efluente (E.T.Es), tubulagdes, etc., poderfo ser langados na rede coletora municipal. A
bacia dos rios em questdio possui inumeras plantas industriais. como automobilisticas,
de papel, embalagens etc., sendo que nos processos de producéo de bens de consumo,
muitos possuem em sua estrutura o BPA, para a producdo de policarbontatos de
plastico, resinas epoxi e embalagens plésticas de produtos alimenticios (Schecter et dal.,
2010; Vandenberg et al., 2007). Sabendo que a eficacia da remog¢do de BPA ndo €
completa (<98%), e que muitas vezes as industrias despejam diretamente nos corpos
hidricos (com tratamentos muitas vezes duvidosos), o BPA podera estar sempre
presente em bacias como essa, aumentado assim o risco ambiental para espécies

suscetiveis aos efeitos cronicos do composto (em baixas concentragoes).
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5.3 Andlise estatistica - ACP

Na analise dos componentes principais, observou-se a formagdo de dois grupos
distintos para cada rio e o que mais se destacou foi a diferenciagdo dos pardmetros
analisados entre esta¢do seca e chuvosa. Os pardmetros So6lidos Totais, Condutividade,
Oxigénio Dissolvido e Temperatura apontaram todos para o grupo da estagdo chuvosa,
ou seja, suas medidas foram maiores nesse periodo. Podemos dizer que em periodos
com maior precipitagdo hd um aumento da concentragdo de solidos totais por
escoamento superficial ou pelas redes de drenagem, podendo assim aumentar a
condutividade elétrica. Como ha mais turbuléncia nas aguas devido a maiores vazdes, a
agua pode apresentar maiores concentra¢des de Oxigénio Dissolvido (Esteves, 1998).

Sendo assim, pela conformagdo das figuras geométricas no grafico (grupos) e
dos vetores (pardmetros), a estagdo chuvosa sem duvida foi a que mais contribuiu para a
alteragdo da qualidade da dgua. Observa-se que o vetor do BPA manteve-se quase que
totalmente sobreposto ao eixo Y, mas com pequena inclinagdo para o grupo da estacdo
seca, podendo dessa forma assinalar que em épocas de menores vazdes as cargas do

composto podem ser maiores (menor efeito de dilui¢do).

6. CONCLUSOES

As analises da concentragdo do composto BPA no Rio Pirapetinga e Corrego
Goiabal indicaram a presengca do composto em ambos os corpos hidricos, em
concentragdes médias parecidas com outras apontadas pela literatura para rios do Brasil
e de outros paises.

Os resultados dos testes ecotoxicologicos com a agua bruta dos afluentes ndo
mostraram toxicidade, sendo assim, podemos averiguar que ambos os corpos hidricos
possuem um padrdo aceitavel de qualidade para a manuteng@o da vida aquatica.

A analise ecotoxicolégica do composto BPA sobre os trés bioindicadores
indicou uma faixa de concentragdo que causa mortalidade dentro do que mostra a
literatura, sendo tais concentragdes maiores do que aquelas que ocorrem nas aguas
superficiais.

Entende-se, que mesmo com os resultados positivos obtidos pela andlise da
qualidade das aguas de ambos os corpos hidricos, hd a necessidade da realizagdo de
outros ensaios complementares, sub-letais e comportamentais, que poderiam agregar

mais valor as analises ecotoxicoldgicas, estimando assim, de forma mais precisa, o
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potencial do risco ambiental da presenga de poluentes aquaticos como o BPA, mesmo

em baixas concentragdes.
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