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PETROBRAS

1. INTRODUCAO

Este relatério contempla resultados de ensaio®dimis das aguas dos Rios
Jaguari, Atibaia, montante e jusante da descargafldente da Replan, tratado
biologicamente.

Todas as analises foram realizadas de acordo comorasas da WHO, EPA,
CETESB e STANDARD METHODS (1998) e da Sociedadeszaa de Mutagénese,
Carcinogénese, Teratogénese Ambiental.

Neste relatério estdo incluidos os seguintes esisai
- toxicidade aguda e crdnica com microcrustac&aphnia similise Ceriodaphinia
dubig
- mutagenicidadeSalmonella thyphimuriur(Teste de Ames).

- mutagenicidadeAllium cepa(raiz de cebola);
- genotoxicidadeAllium cepa(raiz de cebola);
- genotoxicidadeOreochromis niloticugtilapia);
- mortalidade em células de mamiferos: Hamsteréshin
Além destas analises, constam o0s resultados di#aghi@m quantitativa dos

hidrocarbonetos policiclicos arométicos.
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2. OPERACIONALIZACAO

Para executar a primeira fase do projeto foramtadées 18 amostras no periodo de
agosto de 2007 a abril de 2008.

2.1. Amostras coletadas na seguinte programagao:

N’ da coleta Dia més ano
1 01 08 2007
2 15 08 2007
3 12 09 2007
4 26 09 2007
5 8 10 2007
6 24 10 2007
7 07 11 2007
8 21 11 2007
9 05 12 2007
10 12 12 2007
11 09 01 2008
12 30 01 2008
13 06 02 2008
14 17 02 2008
15 3 03 2008
16 19 03 2008
17 2 04 2008
18 28 04 2008

As coletas sdo executadas por: Valdenilson JosésAtle Oliveira e Marcelo Souza

Camargo.

Instituto de Biociéncias — Campus de Rio Claro unesp
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2.2. Pontos de amostragem

Ponto Local Longitude (WO) Latitde (S)
Grau min seg. Grau min.seg.

Ponto 1- Rio Jaguari 22 42 00,0 47 08 06,6

Ponto 3— Saida da Lagoa de 22 44 220 47 07 43,0
Estabilizacéo

Ponto 4— Montante da descarga do 22 44 43,0 47 07 25,3
efluente da Replan

Ponto 5— Jusante da descarga do 22 44 25,3 47 07 35,2
efluente da Replan- 200m

Ponto 8— Jusante da descarga do 22 44 223 47 07 40,8

efluente da Replan- 500m

Dados obtidos no equipamento GPS — Garmin, eTrexn8u

A seguir as Figuras 1; 2; 3; 4 e 5, mostram o$gsotie coleta das amostras.

Instituto de Biociéncias — Campus de Rio Claro

unesp
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Figura 1. Préximo ao ponto de captacdo Figura 2. Saida do efluente na lagoa
do Rio Jaguari (Ponto 1) de estabilizag&o (Ponto 3).

Figura 3. Rio Atibaia, montante da Figura 4. Jusante da entrada do efluente
entrada do efluente industrial tratado (Ponto #atado no Rio Atibaia (Ponto 5).

Figura 5. Jusante Rio Atibaia, 500m da descarg;
efluente tratado da Replan (Ponto 8)

i iociéncias — i AVA n
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As coletas foram efetuadas nos pontos indicadaBagrama 1

. [
/ e co
- [Refinaria |-="=— ™efluente

/ £~ Captacao industrial

1 4 Efluente doméstico ’
Rio Jaguari
S
- - Lagoa de
y *1 estabilizacdo
P3[
" Rio Atibaia
| .

f
7
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Diagrama 1.Esquema ilustrativo dos diversos pom¢osmostragem para a realizacao deste

estudo.
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3. RESULTADOS

As andlises toxicoldgicas atualmente assumem griamg@rtancia pelo fato de que
muitos dos resultados obtidos das andlises quimecdssicas mesmo contemplando
guantitativamente a legislacdo n&do conferem coedig@ avaliar os efeitos sinergéticos da
somatéria das substancias quimicas sobre 0s seoss v

Na sociedade atual ainda existe a cultura de qua é@go meio mais pratico de
descarte e afastamento de residuos.

Assim, os rios passam a receber todo tipo de despeja minimamente tratados ou
na sua forma bruta. Com o desenvolvimento da gairegtima-se que mais de 80.000
substancias dispersam-se anualmente na agua. [@staseestdo os farmacos, agrotoxicos,
pesticidas, monémeros de sintese, isdbmeros nadwedados em reacdes derivadas da
indUstria petroquimica e outros.

Para contemplar a legislacdo sobre qualidade da agiResolucdo CONAMA
357/2005 contempla 73 itens relativos as substénoiganicas. Entretanto, ndo ha
referéncia da somatoria e ao sinergismo de seilese$®bre o ser vivo.

Embora o artigo 7° da Resolucdo em seu paragrafo tefere-se a:

“Eventuais interacdes entre as substancias espadiés ou ndo na

Resolucéo, ndo poderdo conferir as aguas caradteais capazes de causar

efeitos letais ou alteracdo de comportamento, rdpgdo ou fisiologia da

vida”.

O paréagrafo 4° da Resolucacefere-se ao fato da necessidade ser investigada
utilizando-se ensaios ecotoxicologicos, toxicolégjcou outros métodos cientificamente
reconhecidos’”

A Replan, preocupada com possiveis efeitos amliseathantou-se na verificagdo
da qualidade das aguas tratadas de seu efluemhtipdo ndo somente andlises pontuais
mas varios trabalhos de pesquisa elaborados jonittstituto de Biociéncias da UNESP de
Rio Claro. Os resultados destes trabalhos sempaenf@onsiderados pela empresa que
busca sempre as melhores solucdes para presengo @ambiente.

Nesta etapa dos trabalhos conveniados com a Rigpian executados os seguintes

ensaios de toxicidade, carcinogenicidade, teratoglale e ecotoxicidade.

Instituto de Biociéncias — Campus de Rio Claro unesp
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- toxicidade aguda e crénica com microcrustacBaghnia similise Ceriodaphinia dubia
- mutagenicidadeSalmonella thyphimuriur(lreste de Ames).
- mutagenicidadeAllium cepa(raiz de cebola);
- genotoxicidadeAllium cepa(raiz de cebola);
- genotoxicidadeOreochromis niloticugtilapia);
- mortalidade em células de mamiferos: Hamsteréshin
- andlise de hidrocarbonetos policiclicos aromético
Além destas analises, constam os resultados daagd@l quantitativa dos

hidrocarbonetos policiclicos aromaticos.

Instituto de Biociéncias — Campus de Rio Claro unesp
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3.1 ENSAIOS BIOLOGICOS DE TOXICIDADE COM MICROCRUST ACEOS
3.1.1 Toxicidade aguda empregandDaphnia similis.
Daphnia similis(Figura 6) € um microcrustaceo presente em agua doce, faz gemdadeia

alimentar de outros animais especialmente peixes.

Figura 6. Daphnia similis, conhecida popularmente como “puitiagua”.

Daphnia similisalimenta-se de micro algas presentes no ambigotgieo.

A metodologia de andlise baseia-se na Norma L5aQd8.991 da CETESB.

O ensaio biolégico de toxicidade empregan@@phnia similis tem sua
normatizacao estabelecida pelo Standard Method$(I®tesb, 1991) e quando criada em
condicdes padronizadas os animais séo alimentados Selenastrum capricornutym
microalga atualmente reconhecida cadaseudokichneriella subcapata.

Os ensaios com. similis foram executadas inicialmente em 5 pontos duraste8

coletas realizadas.

| iociéncias — - A _un
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TABELA 1. Determinacdo da Toxicidade aguda CE (50) e Uniddadescas (UT) mediante a aplicacdo de
ensaio biolégico empregan@aphnia similisnas amostras coletadas na captacéo de aguasJdguari saida da
lagoa de estabilizacdo (P3), Rio Atibaia montaR® (jusante (P5) e (P8).

PONTOS DE AMOSTRAGEM
N° de | 1-Rio Jaguari 3-Saida 4-Montante 5 - Jusante 8- Jusante
Coleta L.E. Rio Atibaia Rio Atibaia Rio Atibaia
CE(50)| UT |CE(50)] UT |CE(50)| UT |CE(50)| UT |CE(50)| UT
1 NT - 92,83| 1,08 NT - NT - NT -
2 NT - 84,92| 1,18 NT - NT - NT -
3 NT - 184,92 1,18 NT - NT - NT -
4 NT - 189,44 1,12 NT - NT - NT -
5 NT - 190,88| 1,10] NT - NT - NT -
6 NT - 192,83 1,08 NT - NT - NT -
7 NT - 191,46 1,04 NT - NT - NT -
8 NT - 194,57| 1,06] NT - NT - NT -
9 NT - 184,81] 1,18 NT - NT - NT -
10 NT - 185,67 1,17] NT - NT - NT -
11 NT - 198,93] 1,11 NT - NT - NT -
12 NT - 192,21 1,08 NT - NT - NT -
13 NT - |87,36] 1,14 NT - NT - NT -
14 NT - 190,86| 1,10 | NT - NT - NT -
15 NT - 194,57] 1,06 | NT - NT - NT -
16 NT - 189,44| 1,12 | NT - NT - NT -
17 NT - 190,38] 1,10 | NT - NT - NT -
18 NT - 191,46] 1,09 | NT - NT - NT -
Média | NT - 190,67| 1,11 | NT - NT - NT -
Desvio 3,451 0,04
*
Média NT - 189,81 1,14 NT - NT - NT -
Desvio - - 3,44 0,10, - - - - - -

* Média dos dados coletados no periodo de maio de 2006 a marco de 2007 (22 amostras)

Instituto de Biociéncias — Campus de Rio Claro unesp
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Toxicidade aguda CE (50)
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Figura 7. Toxicidade aguda em teste c@aphnia similisnas amostras coletadas no Rio Jaguari, na saida
da lagoa de estabilizagéo (P3), Rio Atibaia montante (P4), jusante (P5) e (P8).
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Figura 8. Unidades toxicas em teste cdmaphnia similisnas amostras coletadas no Rio Jaguari (Ponto 1)
na saida da lagoa de estabilizagao (P3), Rio Atibaia montante (P4), jusante (P5) e (P8).
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O ensaio biolégico de toxicidade aguda empregaDdphnia similisindica a
importancia do tratamento biologico na detoxicagéefluente industrial. A Tab.1 insere

os dados dos pontos 1; 3; 4; 5 e 8.

CONCLUSAO

Considerando-se que o efluente industrial da Remastitui uma mistura organica
e inorganica complexa, associada ao esgoto domgstiensaio biolégico cordaphnia
similis demonstrou uma melhora na toxicidade em UT de98®n@dia de 18 amostragens).
A agua residual com 1,11 unidades toxicas naofareena toxicidade do Rio Atibaia, pois

o Ponto 4 montante a descarga e 5 e 8 jusanténdidgam toxicidade.

Instituto de Biociéncias — Campus de Rio Claro unesp
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3.1.2 ENSAIO BIOLOGICO EMPREGANDO Ceriodaphnia dubia— TOXICIDADE
CRONICA.

Ceriodaphnia dubia um microcrustaced-igura 9) empregado para avaliar efeitos
toxicos agudos e cronicos onde se prevé a presiengida aquatica.

Este microcrustaceo é encontrado em agua docgae Bm laboratorio as criagdes
sdo empregadas como alimento para a criacdo daslavainda na industria para

alimentacdo de peixes ornamentais.

Figura 9 Ceriodaphnia dubigspécie utilizada em ensaios de toxicidade cronica.

Para alimentacdo d&. dubia em laboratorio os animais recebem como dieta
Pseudokichneriella subcapatapmo recomenda a norma utilizada CETESB L5. 022—
nov/1991.

Os ensaios de toxicidade nas amostras coletadas facompanhadas em sua
toxicidade cronica durate 7 dias e os resultado® dmalises efetuadas no periodo de

15/08/07 a 28/04/08 nao revelaram toxicidade cedo@mmo mostra &ab.2.

Instituto de Biociéncias — Campus de Rio Claro unesp
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Tabela 2 Determinacdo de toxicidade crénica mediante @iensiologico empregando
Ceriodaphnia dubiaduragéo 7 dias, nas amostras coletadas no Riadg&1), montante
P4), jusante (P5) e (P8).

CE(50)Pontos de coleta
N° coletas Data 1 4 5 8 Sensibilidade NaCl g/L
2 15/08 NT NT NT | NT 0,94
4 26/09 NT NT NT | NT 0,96
6 24/10 NT NT NT | NT 0,95
8 21/11 NT NT NT | NT 0,96
10 30/01 NT NT NT| NT 0,95
12 06/02 NT NT NT | NT 0,96
14 17/02 NT NT NT| NT 0,96
16 19/03 NT NT NT | NT 0,95
18 28/04 NT NT NT| NT 0,96

NT= ndo toxica

A toxicidade aguda dB. similis dispensa a toxicidade crbénica quantG.adubia
razao pela qual néo foi efetuado o ensaio com aasosb ponto 3.

Entretanto, pode-se constatar que o efluente industatado oriundo da Replan,

ndo contempla qualquer toxicidade nas aguas a mtenva jusante da entrada do ponto 3
no Rio Atibaia.

CONCLUSAO: As amostras analisadas ndo apresentaram toxicidadeica a
Ceriodaphnia dubialurante o periodde 15/08/07 a 28/04/08

Instituto de Biociéncias — Campus de Rio Claro unesp
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3.1.3 DINAMICA POPULACIONAL DE Daphnia similisCRIADAS EM AGUAS DO
ENTORNO DA REPLAN.

Este estudo foi elaborado no sentido de verifieagssensibilidade dBaphnia
similis quanto & sua capacidade de reproducéo nas aguasmtos de amostragem 1;3;4 e
8 e o controle como sendo agua do Ribeirdo Claletada junto a estacéo de captacao de
agua para ser tratada na ETA | de Rio Claro,SRa &gtia ndo recebe nenhum tipo de
esgoto urbano ou industrial.

Objetivou-se avaliar a dinadmica populacional do rodastaceoD. similis, nos
periodos seco e chuvoso, em trés testes de dulagéd dias cada, em diferentes amostras
de agua coletadas.

Foram realizados 3 experimentos.

Material e Métodos

As D. similisforam mantidas sob as condi¢des padronizadast@alCg991).

Os microcustaceos foram cultivados na agua doifd®io Claro, com o pH entre
7,2-7,6 (correcao), dureza entre 42-48mg C#LC® condutividade proxima a 18/cm.

Os organismos sao mantidos em cristalizadores dgu8lsao colocados em estufa
incubadora BOD, em temperatura de 20°C. Os micstéraos sdo alimentados
diariamente com alge8elenastrum capricornutu@figura 10), que recentemente passou a

ser denominada deseudokichneriella subcapatea dgua trocada 2 vezes na semana.

Figura 10. Microalga Selenastrum capricornutumsinonimia Pseudokichneriella
subcaptataalimento débaphnia similis

Instituto de Biociéncias — Campus de Rio Claro unesp
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Experimentos.
Os experimentos em triplicata (trés réplicas pamda amostra de agua) tiveram

duracao de 40 dias cada (1° Experimento - 17/0®/26/10/07, 2° Experimento — 09/11/07
a 18/12/07 e 3° Experimento - 17/01/08 a 25/02/G&ndo analisado a dinamica
populacional tanto no periodo seco, como no perdé@lohuvas, que iniciou-se no més de
janeiro/2008.

As D. similisforam criadas em béquers de 1L, com 600mL de aadstra de agua,
gue eram previamente filtradas, para a remocéao aterial em suspensédo. Os bequers
foram mantidos em estufa Demanda Bioquimica de &wag(BOD), a temperatura de 20°
+ 2°C, luminosidade de 1000 LUX e fotoperiodo dén@fas com luz e 8 horas de escuro.

No inicio do experimento foram adicionados 10vidlios neonatos (filhotes) com
24 horas de vida em cada béquer.

Para a manutencdo da populacdddsimilis foram realizadas trocas de agua dos
recipientes de 3 em 3 dias, retirando-se cuidadestemos microcrustaceos com pipeta
Pasteur, recolocando-os sobre a nova amostra de @ge previamente era filtrada (para a
retirada de material em suspensdo. Diariamentendiziduos eram alimentados com

concentracdo de 3xi6élulas dePseudokichneriella subcapatal porD. similis.

Forma de avaliagéo

O crescimento populacional de determinada esgédalo, fundamentalmente, pela
sua capacidade reprodutiva. Dessa forma, diariaroicedeu-se a contagem direta das
matrizes e dos filhotes de cada amostra. Todosillostels de cada populagdo foram
separados empregando a pipeta Pasteur e armazemad@ésjuers de 30 e 50 mL.

O estudo também procurou observar provaveis dif@aena dindmica da populagéo
dos microcustaceos, em funcdo dos periodos sduaveso da regido.

Resultados

Primeiro experimento: 17/09/07 a 26/10/07

Instituto de Biociéncias — Campus de Rio Claro unesp
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Tabela 3. Viabilidade do numero de matrizes deDaphnia. similis durante o
Experimentol, acompanhado durante 40 dias em condiQ padréo (periodo 17/09/07 a
26/10/07).

NUMERO DE MATRIZES
PONTOS DE COLETA

DIAS CONTROLE P1 P3 P4 P8
1 30 30 30 30 30
2 29 25 30 30 29
3 29 24 30 30 29
4 28 22 27 28 28
5 28 21 27 28 26
6 28 28 21 27 26
7 27 21 27 27 26
8 27 21 27 27 26
9 27 21 26 26 26
10 27 21 25 26 26
11 27 21 25 26 26
12 27 21 25 26 25
14 27 21 24 26 25
15 27 21 24 26 25
16 27 21 24 26 25
17 26 21 24 26 25
18 26 21 23 26 25
19 26 21 22 26 25
20 26 21 21 26 25
21 26 21 21 25 25
22 26 21 18 25 24
23 25 21 17 24 24
24 24 21 16 24 23
25 23 21 12 23 23
26 23 21 12 23 23
29 22 21 11 23 21
32 21 21 09 21 19
35 20 21 03 21 19
36 20 21 02 20 19
37 20 19 02 20 18
39 20 19 01 19 17
40 19 17 01 18 17
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Figura 11. Viabilidade de matrizes d®aphnia similismantidas em condi¢cdo padréo
(controle), nas aguas do Rio Jaguari (P1l), na sédefluente da REPLAN (P3), e a
montante (P4) e jusante do Rio Atibaia (P8) durarfiperimentol.
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Tabela 3 — Somatdria do numero de filhotes deaphnia similisacompanhada durante
40 dias e mantida em condi¢des padréo nas aguasoRliaguari (P1); saida da lagoa de
estabilizagdo (P3); Rio Atibaia montante P4) e jusde (P8), durante o Experimento 1.

NUMERO DE FILHOTES

DIAS AMOSTRAS
Controle P1 P3 P4 P8
1 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0
8 0 0 0 37 37
9 0 20 0 131 91
10 32 99 0 146 131
11 29 84 0 371 274
12 60 120 0 134 166
14 75 180 15 317 345
15 43 124 38 118 90
16 13 57 74 245 260
17 16 197 69 218 290
18 35 70 110 273 318
19 36 107 68 229 274
20 82 99 148 149 89
21 23 29 71 88 121
22 15 34 46 32 119
23 49 62 104 100 159
24 14 23 38 49 41
25 21 39 113 57 75
26 54 27 48 67 129
29 43 110 165 224 216
32 43 110 165 224 216
35 21 102 41 305 266
36 2 12 1 14 10
37 21 7 16 109 65
39 60 41 11 239 90
40 28 38 15 163 109
TOTAL 815 1791 1356 4039 3981
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Figura 12. Somatéria do numero de filhotes @aphnia similismantida em condicdo
padréo (controle), nas aguas do Rio Jaguari (Rl19aitda do efluente da REPLAN (P3), e a
montante (P4) e jusante do Rio Atibaia (P8) durarfperimento 1.
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Sequndo Experimento (09/11/07 a 18/12/07)

Tabela 5. Viabilidade do niamero de matrizes dédaphnia similis nas aguas: Rio
Jaguari (P1); saida da lagoa de estabilizacdo (PHjo Atibaia montante P4) e jusante
(P8) durante o Experimento 2.

NUMERO DE MATRIZES

DIAS AMOSTRAS

Controle P1 P3 P4 P8

1 30 30 30 30 30
2 30 30 30 30 30
3 29 30 30 30 30
4 29 30 29 29 30
5 29 30 29 27 30
6 29 29 29 27 30
7 29 29 29 27 29
8 29 29 29 27 29
9 29 29 29 27 29
10 27 29 29 27 29
12 27 29 28 27 28
13 27 29 28 27 27
14 27 29 28 27 27
15 27 28 28 27 27
17 27 28 28 27 27
18 27 28 28 27 27
19 27 28 28 27 26
20 27 28 28 27 26
21 27 28 28 27 26
22 26 27 28 27 26
23 26 27 27 27 26
24 26 26 27 27 26
25 26 26 26 27 26
27 26 26 26 25 26
28 26 23 26 25 25
29 25 23 26 24 25
32 24 22 25 23 24
33 24 22 25 23 23
34 24 22 24 23 23
35 24 22 24 23 23
36 24 22 23 22 22
38 22 21 20 22 22
39 21 20 15 22 22
40 19 20 12 22 21
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Figura 13. Viabilidade do niumero de matrizes Daphnia. similismantidas em condicdo
padréo (controle), nas aguas do Rio Jaguari (Rl19aida do efluente da REPLAN (P3), e a
montante (P4) e jusante do Rio Atibaia (P8) durarfperimento 2.
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Tabela 6. Somatéria do numero de filhotes dBaphnia similis mantidos em condi¢des
padrdo nas aguas: Rio Jaguari (P1); saida da lagaoke estabilizacdo (P3); Rio Atibaia
montante P4) e jusante (P8), durante o Experiment®.

NUMERO DE FILHOTES

DIAS AMOSTRAS
Controle P1 P3 P4 P8
1 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0
8 15 0 0 0 0
9 20 24 52 27 36
10 32 80 290 85 169
12 50 159 478 227 259
13 16 19 552 55 61
14 50 97 96 132 106
15 88 15 0 8 12
17 171 54 247 75 62
18 31 3 20 63 36
19 21 36 217 162 81
20 120 118 88 45 16
21 24 31 724 177 169
22 102 107 82 66 44
23 31 13 114 a7 69
24 15 9 318 83 78
25 45 106 101 27 50
27 63 24 400 165 202
28 93 51 137 10 155
29 36 12 256 72 67
32 21 29 264 58 83
33 22 123 170 32 53
34 5 28 308 130 90
35 59 43 98 35 42
36 2 105 287 36 86
38 66 66 344 205 223
39 25 32 165 102 93
40 37 15 26 104 113
TOTAL 1260 1399 5834 2228 2455
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Figura 14. Somatéria de filhotes d®aphnia similis mantidos em condicdo padrédo
(controle), nas aguas do Rio Jaguari (P1l), na sidefluente da REPLAN (P3), e a
montante (P4) e jusante do Rio Atibaia (P8) durarffeperimento2.

Terceiro Experimento (17/01/08 a 25/02/08)

Neste periodo mais chuvoso, todas as amostras ue &@gesentaram valores
superiores de turbidez, em relagdo aos outros iexpatos. A chuva provavelmente dilui
as impurezas da agua, porém introduz outras sulissague podem ndo ser nocivas, pois
observou-se que ndo houve mortalidade acentuadaateges durante o experimento.

As D. similisdo controle e Pontol;3; 4 e 8 apresentaram ddalid do nimero de
matrizes, praticamente homogéneo ao final do {€stel3 e Tabela 7). De acordo com a
Figura 15 estas amostras reproduziram o menor midefilhotes (581 neonatas para o
controle e 616 para o P1). Oliveira (2005) afirnue @ ciclo de reproducéo @a similis
inicia-se nos primeiros 9 dias de vida e que o marde filhotes acentua-se até 15 dias e
mantém-se até aproximadamente os 25 dias. A pieste periodo as fémeas sofrem
desgaste pelas gestacoes seguidas e ocorre deaiprodutividade de filhotes. Com essas
consideracbes, as populacbes submetidas ao desereaio nas aguas dos pontos
analisados mostraram-se dentro da normalidadecttoda espécie.

Os microcrustaceos da amostra da saida do efldantefinaria (Ponto3) geraram
grande numero de filhotes (Tab. 7 e Fig.13), tmaaldo 4166 neonatas. Os valores de
DBOs de 23,213 mg/e€L, mostram que a amostra continha certa quantidedmatéria
organica, que propiciou a reproducdo, especialmpale alimentacdo com a provavel

diversidade de espécies de microalgas.
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Este fato favoreceu a multiplicagdoDaphnia similis

Tabela 7. Viabilidade do namero de matrizes deDaphnia similis mantidas em
condi¢cbes padrdo nas aguas: Rio Jaguari (P1); saidia lagoa de estabilizacdo (P3);
Rio Atibaia montante P4) e jusante (P8), durante &xperimento 3.

NUMERO DE MATRIZES

DIAS AMOSTRAS

Controle P1 P3 P4 P8

1 30 30 30 30 30
2 30 30 29 29 30
3 30 30 29 29 30
4 30 29 29 27 29
5 29 29 29 27 29
6 27 29 29 27 29
7 27 29 29 27 29
8 27 29 29 27 29
9 26 29 29 27 28
12 26 29 29 27 27
13 26 29 29 26 27
14 26 29 29 26 27
15 26 29 29 26 27
16 25 29 29 26 27
17 25 29 29 26 27
18 25 29 29 26 27
20 25 28 29 26 25
21 24 28 29 26 25
22 24 28 29 26 25
23 24 27 28 26 24
26 24 27 28 26 24
27 23 26 28 26 23
28 23 26 28 26 23
29 21 26 28 26 22
30 21 26 28 25 22
31 21 26 27 25 22
32 21 26 26 25 22
33 21 26 26 24 22
34 21 26 25 24 22
35 21 26 25 24 22
36 20 26 25 24 22
37 20 26 25 24 22
39 19 22 23 24 22
40 19 20 22 23 22
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Figura 15. Viabilidade do nimero de matrizes DOe similis mantida em condicdo padrédo
(controle), nas aguas do Rio Jaguari (P1l), na siédaefluente da REPLAN (P3), e a
montante (P4) e jusante do Rio Atibaia (P8) durarexperimento 3.
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Tabela 8. Somatéria de filhotes d®aphnia similismantidos em condi¢gBes padrao nas
aguas: Rio Jaguari (P1); saida da lagoa de estahdicdo (P3); Rio Atibaia montante
P4) e jusante (P8), durante o Experimento 3.

NUMERO DE NEONATAS

DIAS AMOSTRAS
Controle P1 P3 P4 P8
1 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0
8 4 0 0 16 15
9 7 7 45 88 40
12 59 39 341 279 245
13 2 12 69 60 33
14 22 10 307 54 118
15 14 17 125 20 93
16 7 7 290 70 80
17 31 47 180 51 146
18 25 57 151 65 27
20 77 81 444 182 114
21 6 11 254 39 8
22 12 8 114 50 42
23 1 3 133 20 17
26 16 12 227 137 150
27 13 29 64 103 51
28 11 15 173 30 77
29 0 8 273 38 25
30 3 19 121 59 46
31 31 13 356 69 64
32 19 19 43 22 13
33 6 35 63 16 83
34 33 27 165 63 49
35 19 24 21 24 71
36 69 42 20 95 31
37 8 16 67 73 79
39 65 35 62 104 149
40 21 23 58 78 108
TOTAL 581 616 4166 1905 1974
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Figura 16. Somatoria de filhotes d®aphnia similis mantida em condi¢do padréo
(controle), nas aguas do Rio Jaguari (P1l), na siédefluente da REPLAN (P3), e a
montante (P4) e jusante do Rio Atibaia (P8) durarfperimento 3.

CONCLUSAO

De acordo com os resultados as aguas dos Riosr&ibRio Claro, Atibaia e
Jaguari ndo alteraram significativamente a dinampigailacional dab. similis

Conclui-se que um efluente tratado pode indicaranamalise, que do ponto de vista
biolégico estimula a reproducéo e a sobrevivénPBiar. outro lado, este trabalho mostra que
o efluente tratado da Refinaria nao interfere paogucdo d&. similisno Rio Atibaia (P4
e P8), local em que € descartado.

Considerando que 0s microcustaceos representantdosnaais importantes niveis
de ligagdo da cadeia tréfica, é fundamental a agEmudas condicbes ambientais para a
continuidade e manutencéo da vidaDdesimilis.especialmente para o Rio Atibaia que nos

ultimos 10 anos vem sofrendo severas perdas dalmta.
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3.2 AVALIACAO DO POTENCIAL MUTAGENICO DAS AGUAS DO ENTORNO
DA REFINARIA SEGUNDOO TESTE DE AMES

INTRODUCAO

E bem documentado que mutacBes génicas atuam graset processo de
carcinogénese e que ensaios que detectam commstosoxicos permitem identificar
substancias com riscos potencial a saude humangeste de mutagenicidade com
Salmonella typhimurium Teste de Ames — representa a metodologia deetniagais
utilizada atualmente para detectar substanciagogénicas genotéxicas.

O teste emprega linhagens Sletyphimuriumauxotroficas para histidina, estas ndo
sdo capazes de crescer em meio de cultura mingnohsstidina, a menos que ocorram
mutacfes que restaurem sua capacidade de sintespenSoes de células bacterianas sédo
expostas a amostra-teste na presenca e na audénam sistema de ativacdo metabolica
exdgeno, e plagueadas em meio de cultura minimoni®ero de revertentes é
guantificado, pela contagem de coldnias que cresoesse meio de cultura apds a
exposicao de uma populacéo de bactérias a amostraestada.

As linhagens d&. typhimuriunapresentam caracteristicas genéticas adicionags, q
Ihes conferem maior sensibilidade na deteccéo wErddis tipos de agentes mutagénicos.
As linhagens TA98 e TA100 s&do comumente utilizgoaa estudos de triagem, mostrando
eficiéncia na deteccdo de grande niumero de agenii@génicos.

Os resultados séo expressos pelo numero de col@viedentes por placa, ou pela
razado de mutagénicidade (RM):

RM=T onde:

C
T = nimero de colbnias revertentes na placa-teste
C = numero de revertentes na placa-controle

Foram realizados 2 ensaios de mutagenicidadeSadmonella typhimurium

T N

) empregada como organismo teste no ensaio de
= mutagenicidade - AMES
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Andlise das aguas referentes a 102 coleta 12/12(07 etapa)

O resultado é considerado positivo quando o nunterocolbnias revertentes
induzidas é igual ou superior ao dobro do nUmeroadi&nias revertentes expontaneas do
controle negativo, ou seja, quando apresentardrdicmutagénicidade maior ou igual a 2
para a dose testada.

As amostras empregadas no teste de mutagénicidaden fpreparadas pela
concentracdo de 2.000mL de amostra, para cada pentwmleta, mediante adsor¢do de
compostos organicos em fase sélida, empregandoar€si8. Foram testados 133,00mL
equivalente de amostra por placa-teste, empregametilsulfoxido (DMSO) como
solvente.

Para os trés pontos de coleta P3, P4 e P8 resppeetite saida do efluente tratado,
montante e jusante da entrada do efluente no Ribaidt as amostras testadas nao
apresentam indicos de mutagénicidade (RM < 2).

A néo observacéao de efeitos mutagénicos nestertéstdescarta a possibilidade de
sua existéncia, devem ser considerados efeitodivoaa variagbes sazonais na
concentracao dos poluentes, nos pontos de amasiragsim como, emprego de outros
tipos de matriz para adsorcéo/concentracdo dast@®osu, adicdo de maior volume
equivalente de amostra por placa-teste.

Tabela 9. Contagem do numero de col6nias reverterst@los controles negativo e positivo, sob
presenca e auséncias de ativagdo metabdlica, paslmhagens deS. typhimuriumempregadas
no Teste de Ames.

Desvio
TA 98 sem ativagdo Placal Placa 2 Placa 3 Placa4 Placa5 Média padréo

Controle negativo 23 17 16 19 21 19,2 2,86

Controle positivo 1100 10000 1050 70,71
TA 98 com ativagao

Controle negativo 13 14 15 16 1425 0,96

Controle positivo 950 930 940 14,14
TA 100 sem ativacao

Controle negativo 110 103 118 124 133 11760 11,72

Controle positivo 3;0 1200 1260 84,85
TA 100 com ativagao

Controle negativo 92 100 106 97 126 1042 13,20

Controle positivo 1100 870 985 162,63
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Tabela 10. Contagem do nimero de colbnias revertesst dos controles negativo e positivo, sob
presenca e auséncias de ativagdo metabdlica, paslemhagens deS. typhimuriumempregadas

no Teste de Ames.

Desvio
TA 98 sem ativagdo Placal Placa 2 Placa 3 Média padrdo RM
P3 19 23 20 20,67 2,08 1.08
P4 14 16 18 16,00 2,00 083
P8 15 14 21 16,67 3,79 0.87
TA 98 com ativagao
P3 15 12 15 14,00 1,73 0,98
P4 13 13 13 13,00 0,00 0.91
P8 13 12 12 12,33 0,58 0.87
TA 100 sem ativagao
P3 83 93 100 92,00 8,54 0.78
P4 116 124 101 113,67 11,68 0,97
P8 114 120 104 116,00 8,08 0,96
TA 100 com ativagao
P3 107 100 96 101,00 5,57 0,97
P4 107 140 127 124,67 16,62 1,20
P8 105 120 123 116,00 9,64 111

Estamos incluindo neste relatério dados de umatacatealizada no periodo de
inverno do ano de 2008 apenas para uma abordagapacativa, COmo segue:

Andlise das aguas referentes a 72 coleta 13/08/@8dtapa do convénio).

Tabela 11. Contagem do namero de coldnias revertesst dos controles negativo e positivo, sob
presenca e auséncias de ativagdo metabdlica, paslehagens des. typhimuriumempregadas

no Teste de Ames.

Desvio

TA 98 sem ativagdo Placal Placa 2 Placa 3 Média padrao

Controle negativo 25 25 26 25,33 0,58

Controle positivo 1121 1430 1431 1327,33 178,69
TA 98 com ativagao

Controle negativo 31 38 34 34,33 3,51

Controle positivo 1148 1105 910 1054,33 126,83
TA 100 sem ativacao

Controle negativo 215 223 215 217,67 4,62

Controle positivo >6500 >6500 >6500 >6500 0,00
TA 100 com ativacao

Controle negativo 223 225 205 217,67 11,02

Controle positivo >6500 >6500 >6500 >6500 0,00
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Tabela 12.Contagem do numero de col6nias revertentes nas pks teste, sob presenca e
auséncias de ativacdo metabdlica, para as linhagemsS. typhimurium.

Desvio
Placal Placa 2 Placa 3 Média padrao RM
P3 30 25 29 28,00 2,65 1,10
P4 32 20 27 26,33 6,03 1,01
P8 33 29 30 30,67 2,08 121
TA 98 com ativagao
P3 34 31 32 32,33 1,53 0,94
P4 30 29 19 26,00 6,08 0.75
P8 29 31 29 29,67 1,15 086
TA 100 sem ativagao
P3 215 223 215 217,67 4,62 1,00
P4 302 290 331 307,67 21,08 1.42
P8 330 303 310 314,33 14,01 1,45
TA 100 com ativagao
P3 223 225 205 217,67 11,02 1,00
P4 253 251 248 227,67 24,11 1,05
P8 251 233 269 251,00 18,00 1,16

CONCLUSAO: De acordo com a metodologia empregada (CETESB6RE, 1994) e
resultados obtidos o efluente da Replan (Pontoe®p lstomo os pontos 4 e 8) néo
apresentou potenciais mutagénicos para as cep&ald®nella typhimuriumnas duas
coletas realizadas. (periodo chuvoso e periodstilgem)
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3.3 AVALIACAO DO POTENCIAL CITOTOXICO, GENOTOXICO E
MUTAGENICO DOS EFLUENTES DA REPLAN DAS AGUAS DO SEU
ENTORNO, POR MEIO DE DOIS SISTEMAS.

3.3.1 Introducéo

O ambiente aquatico tem sido o destino final déog&ipos de efluentes industriais.
Devido ao possivel potencial mutagénico e carciniegédos quimicos contidos nestes
efluentes, eles tém sido foco de estudo por pesdmpiiss preocupados com a poluicdo
marinha e de agua doce (PAIN, 1995; JOHNSON, 199&IEU, 2000; GODWIN,
2001).

A toxicologia estuda a acdo de quimicos e xendafmstisobre os organismos, com
énfase especial nos efeitos danosos (RAND e PETROCEL985). A genética
toxicologica tem por finalidade identificar e asali a acdo destes agentes em relacdo a sua
capacidade de interagir com o material genético doganismos (AL-SABTI e
METCALFE, 1995).

O uso de bioensaios é eficiente para a identifcagitoxicidade e mutagenicidade de
diversos agentes. Uma das mais antigas e utiliZadasnentas para se realizar estudos de
avaliacdo de mutagenicidade é o teste de Aberr&@esossémicas (AC). Esse teste € um
dos poucos métodos diretos capazes de mensuracdest@&m sistemas expostos a
mutagenos ou carcindgenos potenciais (RANK e2@0?).

Bioensaios com plantas tém sido considerados sofemente sensiveis e simples.
Estes organismos-teste tém sido validados portuigies internacionais como Wnited
Nations Environmental ProgranfUNEP), World Health Organization(WHO) e US
Environmental Protection Agen€WSEPA), que provaram a eficiéncia destes orgamssm
para 0 monitoramento dos efeitos genotoxicos e géuiaos causados por poluentes
ambientais (MENKE et al., 2001; GRANT, 1999). Dendis espécies utilizadas, a espécie
Allium cepa (cebola) tem sido amplamente utilizada para arohtecdo dos efeitos
citotdxico, mutagénico e genotoxico de varias srmsas (GRANT, 1982; FISKEJO,
1985; MATSUMOTO, 2004), sendo utilizada como umamigmo padrédo de diversos
testes de curta duragédo (SMAKA-KINCL et al., 199&)r apresentar boa correlagdo com
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outros sistemas-teste, incluindo os de mamiferd®AMEI, 1982; RANK e NIELSEN,
1993; CHAUHAN et al., 1999).

Segundo Powers (1989), os peixes relnem caraasisjue 0s tornam excelentes
modelos experimentais para estudos de toxicologigitaca, em que sdo particularmente
utilizaveis, pois alertam sobre o potencial de geerde substancias quimicas ou para a
possibilidade da poluicdo ambiental.

De acordo com Alves-Costa (2001), a esp&aieochromis niloticuqtilapia) € um
excelente sistema-teste para ensaios laboratog@igados com o objetivo de investigar a
toxicidade dos contaminantes presentes em ecosssi@juaticos.

Os eritrocitos de peixes sdo bastante utilizades @ealiar o potencial mutagénico de
poluentes ambientais por meio do teste do micr@i¢MN). MN s&do porcdes de
cromatina intracitoplasmaticas que podem ser @si@ls de quebras cromossémicas ou de
perda de cromossomos inteiros durante o procesdividéo celular (KIRSCH-VOLDERS
et al., 2000).

Segundo Pérez et al. (2001) e Silva et al. (20g8nde numero de HPAs séo
considerados, além de carcindgenos, agentes axid&@e acordo com Mello et al. (2001)
esse tipo de agente quimico pode levar a comproreetos da fisiologia celular,
desencadeada por uma sequéncia complexa de egeet@®de resultar em morte celular.
Corantes Fluorescentes como o Hoescht 33342, toid@epropidio, o brometo de etideo e
o acridine orange séo utilizados para avaliar agmiade da membrana celular e,
consequentemente, a viabilidade da célula. Esseantes promovem coloracdes
diferenciadas entre as células vivas e as em EoaEs morte celular. Essa técnica é de
aplicacaoin vivo e pode ser adaptada para diferentes organismpescdelulares, sendo
util para a avaliacdo de citotoxicidade causadalgerentes poluentes ambientais.

3.3.2 Objetivos

O presente projeto teve como objetivo avaliar cepoil citotoxico, genotoxico e
mutagénico dos efluentes da refinaria de petrdREPLAN- Paulinia-SP), por meio das
técnicas deAberracbes CromossdmicagAC) e de Corantes Vitais em sistema-teste de
Allium cepae do teste ddMicronucleo (MN) e Anormalidades Nucleares(AN) em

sistema-teste d@reochromis niloticus
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3.3.3. Material

Para os testes de Aberracdes Cromossomicas (AGjaat€s Vitais utilizou-se como
organismo-teste sementes da espécidlidem cepa(cebola, variedade baia periforme)
Para a realizacdo do teste do para o teste demdicen (MN) e Anormalidades Nucleares

(NA) utilizou-se como organismo-teste espécime®mchromis niloticugtilapia).

Locais de coleta

As coletas estudadas neste trabalho foram reatizadasetembro, novembro de 2007,
e abril de 2008, em oito pontos pré-estabelecideacionados e representados abaixo
(Figura ):

P1: Capacitacdo da agua pela REPLAN no Rio Jaguari;

P3: Saida da lagoa de estabilizacdo no Rio Atibaia;

P4: Agua do Rio Atibaia — montante, 200 metros decdrte do efluente industrial
tratado;

P5: Rio Atibaia — jusante, cerca de 200 metros xabala descarga do efluente
industrial tratado proveniente da LE;

P8: Cerca de 500m de descarga do efluente indusatiado

3.3.4. Métodos

3.3.4.1. Sistema-teste d&llium cepa

Teste de Aberracdes Cromossdmicas

Sementes de cebola, dispostas em placas de Pe#&ilds com papel filtro, foram
submetidas a germinacgao nas diferentes amostraguds coletadas em setembro de 2007,
sendo utilizada uma placa de Petri para cada teat@amAgua ultrapura foi usada para o
teste controle negativo (CN), e 10ug/L de metilmetaulfonato (MMS, Sigma-Aldrich,
CAS 66-27-3) para o controle positivo (CP). Quaadwoadiculas atingiram cerca de 2.0 cm
de comprimento, foram coletadas e fixadas em &&ldool-acético (3:1-v/v) por 24h e,

posteriormente, submetidas a coloracdo em reaé\v®ctiiff. Para o preparo das laminas do
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teste de AC, os meristemas foram recobertos cormldas e, suavemente, esmagados em
uma gota de carmim acético (2%). As laminulas foratmadas em nitrogénio liquido e as
laminas montadas com resina sintética, para seesteriormente, analisadas.

Para a andlise das AC, diferentes tipos de abesafgram considerados (perdas,
fragmentos, pontes, atrasos, aderéncias cromoss§mittre outros) nas diferentes fases da
divisdo celular (profase, metéafase, anafase, wdpfdNo entanto, para a avaliacdo das AC
como um uniceendpointtodas as diferentes aberragdes foram reunidasresolgrupo. A
analise de MN, nestas células, foi considerada couotm parametro de avaliagdo, nédo
sendo agrupada junto com as AC. O indice mit6tib®),(relacionado com o nimero de
células em divisao, constituiu um terceiro paramdg avaliacdo. A analise de todos estes
parametros se deu pela contagem de cerca de 5Q@ésqeor ponto de coleta, sendo 1000
células por lamina para um total de 5 laminas. i8e&statistica foi realizada pelo teste de
Kruskal-Wallis, comparando os resultados dos pod&ogoleta com controle negativo, a

0,05 de nivel de significancia.

3.3.4.2. Sistema-teste d@reochromis niloticus

Justificativa

“Quanto a deliberacdo PCJ 58/06 — que solicitetarthinacdo de micronucleos e
ensaio do teste cometa de peixes de habitos prnefalmente bentbnicos coletados no

préprio ambiente”.

Quanto a esta recomendacéo justificamos no caReplan o seguinte:

- O segmento do Rio Atibaia onde séo coletadaanasstras atingem menos que
1km, sendo estas coletadas a montante e a jusastdrdda do efluente tratado, portanto, é
um segmento de transito de peixes e nao de pergianén

- Como os peixes tém habitos migratérios e o setprdo rio € pequeno, 0S peixes

gue estdo a montante ou jusante envolvidos pot@asgdanos, tratados ou nao e efluentes
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industriais provenientes da area quimica sao sudosea tais variaveis. Portanto, julgamos
inoportuno trabalhar com esta biota, por consitierado representativa da realidade.
Contudo, optou-se colocar peixes sadios proversatgdaboratorio nas condi¢des do rio e

submeté-los as variacdes quimicas da agua e damedltratado para proceder as analises.

Bioensaioex situ

Espécimes d®reochromis niloticusoram transferidos do tanque de criacdo de peixes,
localizado no Jardim Experimental do Instituto decncias da UNESP — campus de Rio
Claro, para o Laboratério de Toxicidade de Aguas,ntesmo Instituto, onde foram
aclimatados a 23°C, com sistema de filtragem ecéaeraPosteriormente, para cada
bioensaio realizado, os espécimes foram separalgagoriamente, em 9 grupos. Os grupos
experimentais com 5 peixes cada foram disposto8 aquérios contendo 15L cada, sendo
1 para o controle negativo (CN), realizado com &tpipoco artesiano, e os demais para as
amostras dos pontos de coleta de setembro de 2007.

ApoGs completar 72 horas de tratamento, foram adstamostras de sangue de todos
os individuos por meio de puncao cardiaca, utiivaseringas descartaveis do tipo insulina

(ImL), previamente lavadas com heparina.

Bioensaioin situ: Teste do Microntcleo e Anormalidades Nucleares

Quatorze espécimes de. niloticus provenientes do tanque de criacdo de peixes,
localizado no Jardim Experimental do Instituto ded#ncias da UNESP, Campus de Rio
Claro, foram divididos igualmente em duas gaiokigura 18 ) e colocados no rio Atibaia,
no més de abril de 2008, nos locais correspondaatepontos P4 e P5. Apos 72 horas de
exposicao, as gaiolas foram recolhidas para adetidas amostras de sangue, por pungao

cardiaca, dos espécimes@eniloticus
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Figura 18. Os peixes colocados em gaiolas nos pontos menf@inhto 4) e no ponto jusante
(Ponto 8).

O controle negativo referente a este bioensaiodalizado em laboratério devido a
necessidade de uma agua isenta de contaminantes.

A confeccdo das laminas foi feita por meio da wnie esfregacos (extensdes
sanguineas), sendo a primeira gota descartada émalidade de evitar contaminacdo do
material. Foram realizadas duas extensdes sangyiaea cada espécime Gesochromis
niloticus As laminas foram fixadas em etanol absoluto gbminutos e, apds 24 horas,
submetidas a hidrdlise acida em HCI 1N a 60°C, Jdominutos. Imediatamente apo6s a
hidrélise, as laminas foram submetidas a coloragdoeativo de Schifff por duas horas.

Foram analisados 1000 eritrécitos por peixe, noaisgdoram determinadas as
frequéncias de células micronucleadas e portadteasN, segundo descricdo de Carrasco
et al. (1990). A andlise estatistica foi realizpdbp teste de Kruskal-Wallis, comparando os
resultados dos experimentos com as aguas dos mmideta com o controle negativo, a

0,05 de nivel de significancia.

3.3.5. Resultados e discussao

Sistema-teste de lum cepa
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Teste de Aberracdes Cromossdémicas

Os resultados obtidos para o teste de AC, usasitiema-teste déllium cepa estado

apresentados abaixo rnBEabelas 13e 14 dos meses de setembro/2007 e abril/2008 .

Tabela 13.Comparacao das freqiiéncias de IM, AC e MN obsesradh células meristematicas de
raizes déllium cepaexpostas as aguas dos pontos de coleta da REPLAN.

Amostra Pontos de IM AC MN
coleta
CN 710.11+98.61 3.33+2.05 1.38+2.1812
CP 660.74+141.80 24.72+17.11 79.07+65.00*
Setembro 2007 P1 809.00+27.46 7.05+0.75 0.00£0.00
P3 702.57+68.00 4.30+1.14 0.00£0.00
P4 739.65+26.36 8.70+6.50 0.00+0.00
P5 658.61+47.48 10.5045.10 1.18+1.77
P8 706.58+179.87 5.17+3.60 0.96+1.20

5000 células analisadas por tratamento. MédiazDP.
* diferenca significativa em relagé@o ao controlgate/o (p<0.05), de acordo com o teste de
Kruskal-Wallis

As frequéncias de AC e MN observadas nas célulagstematicas expostas as
amostras de agua coletadas em setembro de 200@era mostraram-se superiores as
encontradas para o controle negativo. No entamiahuma das freqiiéncias observadas foi
significativa estatisticamente.

A andlise do IM mostrou inibicio do mesmo pararataientos realizados com as
amostras de agua dos pontos 1; 3 e 4. Foi obsemaldo significativo de AC para o
tratamento realizado com a amostra de agua do figetequanto que valores significativos
de MN foram detectados para as amostras de agysodtss 1; 3; 4 e 5.

Os resultados obtidos pelo testeAdeepacom as amostras coletadas em abril de 2008
(Tabela 14) indicaram uma inibicdo do IM para a®stnas de agua dos pontos 1, 3 e 4
uma acao genotoxica para a amostra de agua do patuma acdo mutagénica para as
amostras de agua dos pontos 1, 3, 4 e 5. Os mssilteferentes aos pontos 1 e 4 ndo estdo
relacionados com as atividades da refinaria. Ogtrdo Rio Jaguari corresponde ao local
onde a refinaria coleta a 4gua para seu uso int@mponto 4 envolve a coleta a montante

do despejo do efluente tratado da REPLAN no riddi#, especificamente localizado a
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200 metros antes do descarte das aguas induskigjs, os efeitos observados para estas
amostras, provavelmente, sdo derivados de outvédaates industriais, ja que esta regido é
conhecida por concentrar uma alta diversidade geemas. Desta forma, a mutagenicidade
detectada nas amostras do ponto 3 pode tambémsiga®rréncia da utilizacdo das aguas
do ponto 1, devido a interferéncia de outros pdkgmue podem estar resultando em uma
resposta biologica sinergistica. Os resultados rebdes para o ponto 5 pode estar

relacionado também com a contaminag&o observadatante do rio Atibaia.

Tabela 14.Comparacéo das frequiéncias de IM, AC e MN obses/acth células meristeméticas**
de raizes dA. cepaexpostas as aguas dos pontos de coleta da REPLAN.

Amostra Pontos de IM AC MN
coleta

CN 58.87+11.37 3.18+1.75 0.20+0.62
CP 59.42+17.62 7.97+5.81 36.29+27.65
P1 36.01+18.32 7.89+5.32 3.27+3.77
P3 43.51+11.8% 2.30+1.51 1.77+2.35

Abril de 2008 P4 45.89+8.78 1.19+1.79 2.13+0.96
P5 55.53+8.07 1.42+1.20 3.03+275
P8 59.61+7.86 3.61+2.92 0.81+1.96

*diferenca significativa em relacdo ao controleatag (p<0.05), de acordo com o teste de Mann-
Whitney.
** 5000 células analisadas por tratamento. MédiaxDP.

Sistema-teste d®reochromis niloticus

Figura 19. Oreochromis niloticusa tilapia do Nilo.
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Teste do Micronucleo: bioensaio ex situ

Os resultados obtidos para o teste do MN e Anodadés Nucleares (AN) em

sistema-teste d@reochromis niloticugstao apresentados Tiabela 15.

Tabela 15.Comparacéo das freqiiéncias MN e Anormalidades EredgNA) observadas em
eritrécitos deOreochromis niloticugxpostos as aguas dos pontos de coleta da REPLAN.

Amostra Pontos de coleta MN AN
CN 0.00+0.00 6.40+13.22
P1 0.50+0.57 18.00+23.42
P3 1,00+1,15 71,50+60,00
Setembro 2007
P4 0.60+1.00 80.80+56.00**
P5 1.66+2.08 59.33+42.47
P8 1.40+1.00 55.40+15.53

5000 células analisadas por tratamento. MédiatDP.
* diferenca significativa em relacéo ao controlgateso (p<0.05), de acordo com o teste

de Kruskal-Wallis.

As frequéncias de MN observadas nos eritrocito@m@®chromis niloticugxpostos as
amostras de agua coletadas em setembro de 200@erai mostraram-se superiores as
encontradas para o controle negativo, porém, neatiansignificativa estatisticamente. Ja
para as frequéncias de AN observadas para estemamdsatamentos, apenas o teste
realizado com a amostra de agua do ponto 4 apoeseesultado significativo quando
comparado com o controle negativo. Este resultadiza que a agua do rio Atibaia, no
periodo da coleta, apresentou problemas antesrdiai@acia com o efluente da REPLAN.
Desta forma, ressaltamos que o efeito observadestaaelacionado com as atividades da
REPLAN, pois o ponto 4 corresponde a um local gg&a®00 m a montante do rio, logo
antes do descarte das aguas industriais. Os mssiltabtidos ndo evidenciaram acao
mutagénica sobre o sistema-testeQteochromis niloticugpara as amostras de agua da
area de influéncia da REPLAN, para o periodo densieto de 2007.

Na Tabela 16 estéo os resultados da coleta dedab2i008.
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Tabela 16.Comparacao das freqiiéncias MN e AN observadasitdciéos deO. niloticus
expostos as aguas dos pontos de coleta da REPLAMe@0nsaicex situ

Amostra Pontos de coleta MN AN
CN 1.00+2.00 129.57+175.11
P1 0.20+0.45 128.79+203.27
P3 1.98+3.96 43.02+53.95
Abril de 2008 P4 0.96+1.10 119.99+59.15
P5 0.97+1.18 43.46+30.80
P8 1.58+2.05 65.38+35.03

5000 células analisadas por tratamento. MédiatDP.
* diferenca significativa em relacdo ao controlgateso (p<0.05), de acordo com o teste de
Kruskal-Wallis

---- morte dos exemplares

Na Tabela 17 estdo os resultados do ensaiiiu.

Tabela 17.Comparacao das frequiéncias MN e AN observadasigdriéos deO. niloticus
expostos as aguas dos pontos de coleta da REPLAM@asaidn situ

Amostra Pontos de coleta MN AN
Abril de 2008 CN 0.20+£0.44 71.531+50.41
P4 0.20+0.44 99.00+59.42
P5 1.71+2.34 52.385+21.60

5000 células analisadas por tratamento. MédiatDP.
* diferenca significativa em relacdo ao controlgateso (p<0.05), de acordo com o teste de
Kruskal-Wallis

Dos resultados obtidos, observamos que, em ambb®essaios realizados, algumas
das frequéncias de MN e AN observadas nos erib®die O. niloticus expostos as
amostras de agua coletadas em abril de 2008, mastse superiores as encontradas para
o controle negativo, porém, sem diferencas sigatifras estatisticamente.

Como mencionado para o sistema-testé& deepa este efeito pode nao ser decorrente

apenas das atividades da refinaria e sim da indeidea de outros contaminantes, uma vez

Instituto de Biociéncias — Campus de Rio Claro unesp



N PETROLEQ BRASILEIRD $.A. Estudo das condigGes toxicoldgicas do efluente da REPLAN no rio Atibaia. 43
PETROBRAS

qgue foi utilizada uma agua previamente contamin@daaguas do ponto 1) por outras
fontes emissoras.

E importante ressaltar que apds o tratamento haddp efluente da Replan que em
parte é proveniente da agua do Rio Jaguari, aggumntra-se com auséncia de substancias
tOxicas para este parametro.

3.3.6 Conclusao

Da analise dos resultados obtidos, conclui-se guefatos citotoxicos, genotoxicos e
mutagénicos induzidos sobre o sistema-test®. depapor algumas das amostras de agua,
coletas em abril de 2008, na é&rea de influéncia REEPLAN, pode n&o estar,
exclusivamente, relacionadas com as atividadesfilgaria, uma vez que estes mesmos
efeitos foram observados para a amostra de agyemto 1, que corresponde a agua de
captacdo no rio Jaguari pela REPLAN. Desta fornejdd a alta industrializacdo da
regido, outras fontes emissoras podem estar comdb para a inducdo destes efeitos
deletérios. Além disso, a citotoxicidade e mutagidade detectada para o ponto 4, também
reforca a hipétese que outras fontes poluidoragmoestar contribuindo para a inducdo
destes efeitos, pois este ponto corresponde a nterda rio Atibaia, cerca de 200 metros
antes do descarte das aguas industriais da REPLAN.

Para o sistema-teste @e niloticus ndo foi observada mutagenicidade em nenhum dos
bioensaios realizados, referentes ao periodo diedab2008. Pela andlise dos resultados
obtidos, conclui-se que as amostras de adgua ddegpda coleta na area de influéncia da
REPLAN, para setembro de 2007, ndo mostraram pategenotdxico e mutagénico sobre
0s sistemas-teste édlium cepae Oreochromis niloticus

Pode-se concluir que o sistema de tratamento dergfls adotado pela empresa esta
sendo eficiente para assegurar a integridade dm raeibiente, principalmente dos
ecossistemas aquaticos, que séo destino finaludeefleientes.
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3.4 EFEITO MUTAGENICO EM CULTURA DE CELULAS DE MAMi FEROS DE
OVARIO DE HAMSTER CHINES — CHO-K1

3.4.1. Introducéo

Sistemas de células de mamiferos em cultura sétaarepte utilizados na deteccao
de agentes mutagénicos e antimutagénicos ambientaistestes de curta duragéo
(KURODA et al., 1992). Estes procedimentos estinleeada vez mais empregados para
identificar ndo s6 agentes mutagénicos/antimutagéni como também o potencial
carcinogénico/anticarcinogénicos de compostos quisneé, sdo muito indicados devido as
facilidades de administracéo das doses e manut¢BEEOCKMAN et al., 1992).

O sistema-teste de cultura de células apresentasvéantagens, pois apresenta
facilidade de padronizacdo das condi¢cdes experaige(temperatura, pH, composicado do
meio de cultura, densidade populacional) devido riformidade metabdlica e
comportamental do material; possibilidade dos tnatatos das células serem realizados em
varias fases do ciclo celular; rapidez; economi@a beprodutividade; organizacdo dos
cromossomos e de seu DNA igual as céludagvo (RABELLO - GAY et al., 1991).

FIGURA 20. Hamster — animal mamifero doador de células.

3.4.2 Objetivo
Investigar o possivel efeito mutagénico das am®stta agua do entorno da
Refinaria REPLAN, por meio da analise das célua€HO-K1.

3.4.3 Material e métodos

Linhagem celular e condi¢des de cultura
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Para a realizacdo do ensaio de mutagenicidade fatiinadas células selvagens de
ovario de hamster chinés (CHO-K1) fornecidas pefivéisidade Estadual de Londrina
(UEL) em marco de 2007. O cultivo foi realizado #ascos de cultura (25@nna forma
de monocamada, em meio D-MEM/HAM F12, suplementeoim 10% de soro bovino
fetal e 0,1% de solucdo antibiotica-antimicética. feascos foram mantidos em estufa de
BOD a temperatura de 37°C. Nestas condi¢cdes oaatlibar € de 12 horas.

Estabilizacdo das culturas de CHO-K1

Antes da realizacdo dos tratamentos os frascosullerac de CHO-K1 foram
estabilizados em estufa de BOD, a 37°C por um gerdte 48 horas o que totaliza 04
(quatro) ciclos celulares de CHO-K1.

Tratamento Realizado

Para os tratamentos, foi preparado meio de cuttomaentrado (estoque), para ser
diluido com as aguas coletadas na proporcdo deA8:amostras de agua de cada ponto
foram adicionadas ao meio de cultura concentradagrento do tratamento.

As células CHO-K1, apés 48 horas de cultivo em mmiomal (periodo de
estabilizacdo), foram mantidas por 2 horas a 3T8@nistura de meio e agua coletada, cujo
pH foi ajustado para 7.2 antes do tratamento. Qrale positivo (CP) foi tratado com
metilmetanosulfonato (MMS) na concentracadNCe o controle negativo (CN) apenas em
meio de cultura. Apos o tratamento, foi realizadeabem com tampdo PBS (solucéo
tampao fosfato) e mantidas em citocalasina B pohd@&s para induzir a formacao de
células binucleadas.

Colheita de micronucleo para células de CHO-K1

ApOs o término de 18 horas em citocalasina B tadosascos de culturas de CHO-
K1 tiveram seus respectivos meios de cultura reslerem tubo de centrifuga. Em seguida,
lavaram-se os frascos 02 (duas) vezes com 5mL GeerBtemperatura ambiente. Apos a
remocao do PBS adicionou-se 0,5mL de tripsina G@0gara promover o desprendimento
da monocamada de células. Posteriormente houvat&agdo da tripsina com o meio
reservado de cada frasco e adicdo de 0l(uma) gotéorchol. Homogeneizou-se e

centrifugou-se (1250 rpm por 5 minutos). Desprez®ws sobrenadante e adicionou-se
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1,5mL de citrato de so6dio. Homogeneizou-se e dagtiu-se (1250 rpm por 5 minutos).
Desprezou-se 0 sobrenadante, suspendeu-se ass aglatlicionou-se 5mL de fixador (3
metanol: 1 acido acético) homogeneizando-se rapdtarseguido de centrifugacado (1250
rpm por 5 minutos). Retirou-se o fixador até a nbd® da diluicdo celular desejada.

Preparo de lamina de célula de CHO-K1

As laminas foram montadasoradas com Giemsa e armazenadas em geladeira para

posteriormente serem analisadas em microscopiozde |
Pontos de amostragem

P1: Agua de capacitagdo pela REPLAN — Rio Jaguari;

P3: Saida da lagoa de estabilizacdo (dgua destmasladespejos no Rio Atibaia,
municipio de Paulinia-SP);

P4: Agua do Rio Atibaia — montante, 200 metros efscdrte das aguas industriais;

P5: Agua do Rio Atibaia — jusante, cerca de 300 asaibaixo da descarga do efluente
industrial tratado proveniente da LE;

P8: Jusante 500m da descarga do efluente indusatatio no Rio Atibaia.

Foram efetuadas duas coletas para andlise desdril@mamiferos: Hamster CHO-K1,

em novembro/2007 e janeiro/2008
3.4.4. Resultados
Experimento 1:

Os resultados demonstram que todos 0s pontos d&asa@presentaram indice de
células binucleadas com micronucleo superior aotralen negativo (0.2%), porém
inferiores ao controle positivo (2,7%)

Os pontos 3 (0,75%) e 5 (0,9%) foram os que aptasen as maiores frequéncias

de células com micronucleo, porém os valores n&mf@statisticamente significativos.
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Tabela 18. Frequéncia de células binucleadas com micronlicedCHO-K1 tratadas com as
amostras de agua da refinaria REPLAN coletadasosermbro de 20Q7

Pontos de coleta Frequéncia de células binucleadasm micronucleo (%)
Controle negativo (CN) 0.2

Controle positivo (CP) 2.7*

Ponto 1 0.5

Ponto 3 0.75

Ponto 4 0.35

Ponto 5 0.9

Ponto 8 0.4

* Diferenca significativa no nivel de significanai@ 5% pelo teste do Qui-quadrado, em
relacdo ao controle negativo.

Os pontos CN (controle negativo) e CP (controlsitpm) sdo os dados de

referéncia de credibilidade do ensaio.

0’(5)75 DHDHD

CN CP Ponto Ponto Ponto Ponto Ponto
1 3 4 5 8

Frequéncia de microncleo

Pontos de coleta

Figura 21. Freqléncia de células binucleadas com micronideedCHO-K1 tratadas com as

amostras de agua da refinaria REPLAN.

Os pontos 3 (0,75%) e 5 (0,9%) foram os que aptasen as maiores frequéncias
de células com micronucleo (Tabela 18, Figura Zigrém os valores ndo foram

estatisticamente significativos.
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O ponto 5 apresentou a maior frequéncia de cehitagcleadas com micronucleo
(Tabela 18 e Figura 21), e o ponto 3, a menor &egia de células com micronucleo (0.4),
porém os valores ndo foram estatisticamente Soguifios.

As analises de mutagenicidade com células binuageadm micronucleo revelam
gue todas as amostras ndo apresentaram danos micoagéignificativos nas células de
CHO-K1. Nossos dados sugerem auséncia ou presenchaixas concentracoes, nas
amostras de agua coletadas, de substancias queyaandanos mutagénicos nas celulas
de CHO-K1.

Tabela 19. Frequiéncia de células binucleadas com microna#e@QHO-K1 tratadas com as
amostras de agua da refinaria REPLAN, coletadajaeeiro/2008

Pontos de coleta Frequéncia de células binucleadas
Controle negativo 0.5
Controle positivo 3.1*
Ponto 1 1.6
Ponto 3 0.4
Ponto 4 0.7
Ponto 5 1.8
Ponto 8 0.7

* Diferenca significativa no nivel de significanail® 5% pelo teste do Qui-quadrado, em
relacdo ao controle negativo.

Os pontos 1 e 5 apresentaram maior niumero de séhitaicleadas, contudo
estatisticamente ndo séo valores significativos.
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1l |—||_||_‘|_|

Frequéncia de micronucleo
'_\
Il

CN CP Ponto Ponto Ponto Ponto Ponto
1 3 4 5 8

Pontos de coleta

Figura 22. Freqiiéncia de células binucleadas com microniadeoCHO-K1 tratadas com as
amostras de agua da refinaria REPLAN.

3.4.5 Conclusodes

A anadlise de mutagenicidade revela que, para tasl@nostras de agua coletadas,
h&d auséncia de efeito mutagénico, sugerindo a ciaséou presenca em baixas
concentracdes de substancias que promovem danagénigos nas células de CHO-K1.

Pode-se observar pelos resultados que os ensalzades com amostras do ponto
3 que o efluente industrial apds tratamento teme@lEncia de células binucleadas dentro

do padrao aceitavel para o ensaio.

3.4.6 Referéncias

BROCKMAN, H.E.; STACK,H.F.; WATERS, M.DAntimutagenicity profiles of some
natural substances Mutation research, n. 267, p. 157-172, 1992.

KURODA, Y.; JAIN, AK.; TEZUKA, H.; KADA,T. Antimutagenicity in cultured
mammalian cells Mutation research, n. 267, p. 201-209, 1992.

RABELLO-GAY, M.N.; RODRIGUES, M.A.L.R.; MONTELEONENETO, R. (Ed)
mutagénese, Teratogénese e Carcinogéngtodos e critérios de avaliacdo. Ribeirdo
Preto: Sociedade Brasileira de Genética/RevistaiBia de Genética, 1991.

Instituto de Biociéncias — Campus de Rio Claro unesp



N PETROLEQ BRASILEIRD $.A. Estudo das condi¢@es toxicoldgicas do efluente da REPLAN no rio Atibaia. 52
PETROBRAS

3.5. Ensaio biolégico empregando o peixganio rerio
3.5.1Introducéo

Brachydanio rerioé mais conhecido combDanio rerio e tem cerca de 5cm de
comprimento quando adulto. Popularmente é conhgmidae zebra ou paulistinha dado a
semelhanca de suas 5 faixas longitudinais azukr&sdnseridas no corpo prateado. Trata-
se de espécie de peixe ovipara empregada como emtelnEste peixinho vive na natureza
em cardumes e ndo sobrevive quando isolado. Aleremtde Daphinia, Artemisa e
Turbifex (pequeno verme), suporta entre 15 e 4@C%riginario da Iindia oriental e

Bangladesh, vive até 3 anos e tem como 6timo uopéstodo de 8 horas.

Figura 23. Danio rerig, peixe utilizado como indicador da toxicidade dgsas analisadas.

Os ensaios de toxicidade cdpanio rerio foram realizados no Campus de Limeira
— CESET (UNICAMP), de acordo com a norma NBR 12R145/93, em condi¢bes

estaticas de 96 horas e avaliadas de acordo coobitidade dos animais.

3.5.2 Resultados

Ensaio de toxicidade aguda cor®anio rerio — primavera.

O ensaio foi realizado em 05/11/07 e em conformedadm a NBR 12714 de
31.05.1993.

i iociéncias — i AVA n
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Tabela 20. Toxicidade aguda parBanio rerio quando submetido a amostras de agua coletadasono R
Jaguari (P1), no Efluente Industrial da Replan apgtamento biolégico (P3), Rio Atibaia montantd)(le
jusante (P8).

Amostra N° organismos iméveis Imobilidade
1 2 3 4 total %
Controle 0/4 1/4 0/4 1/12 8,3
REPLAN 1 2/4 0/4 1/4 3/12 25,0
REPLAN 3 Ya 0/4 0/4 1/12 8,3
REPLAN 4 0/4 1/4 2/4 3/12 25,0
REPLAN 8 0/4 1/4 1/4 2/12 16,7
Resultado: CE(1)50;96 H: Intervalo de Confianca 95%

* Teste realizado segundo a NBR — 15088 de 30/06/04

Tabela 21. Parametros relativos aos valores de pH, condutieidéurbidez, dureza (mg/L), oxigénio
dissolvido (O.D.) e cor (em PtCo) em amostras deagrio Jaguari (P1), efluente industrial da Repla
tratado (P3), Rio Atibaia montante (P4) e jusaR®&).(

Amostra pH | Condutividade | Turbidez Dureza oD Cor
puS/cm NTU mg/L mg/L O, | PtCo
CaCQO;
Tempo 0 Controle 7,58 110,5 0,80 40,0 4,50 5,0
REPLAN 1| 7,35 116,0 10,9 30,0 3,84 99/0
REPLAN 3 | 8,42 1670,0 6,28 142,0 5,15 116,0
REPLAN 4 | 7,69 254,9 16,4 38,0 4,20 111,0
REPLAN8 | 7,79 274,5 15,2 36,0 4,50 108,0
Controle 7,13 115,9 1,21 42,0 2,50 13,0
96 horas | REPLAN1 | 7,14 113,8 4,42 32,0 3,86 58]0
REPLAN 3 | 8,37 1538,0 4,63 145,0 3,10 96,0
REPLAN 4 | 7,44 278,0 3,61 33,0 2,88 51/0
REPLAN 8 | 7,43 280,1 4,65 40,0 2,56 55/0

Os dados inseridos na Tabela 21 sdo de apoio amesnDanio rerio.

Pdde-se concluir que as amostras ambientais n&ugrospotencial para causar

toxicidade aguda ao peitganio rerio, em conformidade com a Resolugdo CONAMA n°
357 de 17.07.2005.
Os Pontos REPLAN 1 e REPLAN 4 demonstram indicesoticidade aguda para

o Danio rerio (Tabela 20) e referem-se as aguas dos Rios Jagudo Rio Atibaia

montante a descarga do efluente tratado da Replan.
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Ensaio de toxicidade aguda corDanio rerio — periodo chuvoso verao.
Segundo ensaio cor@anio rerio realizado na 162 coleta de 19/03/08.

Tabela 22.Viabilidade deDanio rerio submetido ao ensaio bioldgico de toxicidade agiadaamostras
de 4gua do Rio Jaguari (P1), do Efluente Industi@aReplan apés tratamento bioldgico (P3), do Rio
Atibaia montante (P4) e jusante (P8).

Amostra N° organismos iméveis Imobilidade
1 2 3 4 total %
Controle 0/4 0/4 1/12 8,3
REPLAN 1 Ya 1/4 2/4 4/12 33,3
REPLAN 3 0/4 4/4 1/4 5/12 41,7
REPLAN 4 0/4 2/4 0/4 2/12 16,7
REPLAN 8 2/4 0/4 0/4 2/12 16,7
Resultado: CE(1)50;96h Intervalo de Confianca 95%:

* Teste realizado segundo a NBR — 15088 de 30/06/04

Tabela 23 Parametros relativos aos valores de pH, condiatilé, turbidez, dureza (mg/L), oxigénio
dissolvido (O.D.) e cor (em PtCo) em amostras dmadrio Jaguari (P1), efluente industrial da Repla
tratado (P3), Rio Atibaia montante (P4) e jusaR&) (

Amostra pH | Condutividade | Turbidez Dureza oD Cor

pS/cm NTU mg/L CaCO; | mg/L O, | PtCo
Controle 8,37 175,0 2,0 45,0 4,69 14/0
REPLAN 1 6,48 46,8 151,0 15,0 2,98 550,0
96 h REPLAN 3 7,37 681,6 8,28 97,0 4,74 96,0
REPLAN 4 7,30 74,8 54,3 22,0 2,02 550,0
REPLAN 8 7,46 74,0 24,0 24,0 3,22 452,0

Em funcédo do periodo de coleta, as caracterisgf@sasiguas sao diferentes, como
indicam as Tabelas 22 e 23.

O ensaio bioldégico com o minipeixdanio rerio, segundo a NBR 12714/1993
indica que as amostras coletadas em 05/11/07 duePB1 e P4 demonstram indicios de
toxicidade. Verifica-se ainda pelas amostras aafiajue os pontos 3 e 8 ndo demonstram
toxicidade aoD. rerio nesta coleta. Contudo na coleta de 19/03/08, agopoque
apresentaram indicios de toxicidade foram Pl e Ees resultados podem estar
relacionados ao menor teor de oxigénio dissolidis os demais ensaios de toxicoldgicos
nao confirmam estes dados.D@anio rerio como organismo teste € sensivel a deplexao de
oxigénio. Deve-se considerar ainda o periodo det@&deémpo chuvoso.

O ponto 1 relaciona-se com a agua daJRgmari sem receber o efluente, e o Ponto

3, o efluente tratado, sendo que a diferenca fqu@ea considerando-se as condicdes.
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Tabela 24.Ensaio de toxicidade aguda c@manio rerio —Teste primavera (9/9/08

Amostra N° organismos imoveis Imobilidade
1 2 3 total %
Controle 0/4 0/4 0/4 0/12 0,0
REPLAN 1 0/4 0/4 0/4 0/12 0,0
REPLAN 3 0/4 0/4 0/4 0/12 0,0
REPLAN 4 0/4 0/4 0/4 0/12 0,0
REPLAN 8 0/4 0/4 0/4 0/12 0,0
Resultado: CE (1)50;96h Intervalo de Confianca 95%:

* Teste realizado segundo a NBR — 15088 de 30/06/04

Verifica-se pela Tabela 24, apoiada nos valore$Sateela 25 que nesta coleta (primavera)

nao houve indicios de toxicidade Rorerio.

Tabela 25.Parametros relativos aos valores de pH, condutieidaurbidez, dureza (mg/L),
oxigénio dissolvido (O.D.) e cor (em PtCo) em amasstle agua : Rio Jaguari (P1), efluente
industrial da Replan tratado (P3), Rio Atibaia naoé (P4) e jusante (P8).

Condutividade| Turbidez Dureza oD Cor
Amostra pH
uS/cm NTU mg/L CaCQ | mg/L O, PtCo
Controle 7,80 159,0 0,64 45 6,40 1,0
REPLAN1 | 6,85 110,4 6,93 42 5,61 80,0
REPLAN 3 | 7,76 2877,0 5,45 200 5,60 140,0
REPLAN 4 | 7,42 275,4 26,55 45 5,93 154,0
REPLAN 8 | 7,38 329,4 27,40 49 5,08 163,0

3.5.3. Conclusao

Conclui-se com os ensaios realizados no periodeosioue na primavera, que nao
houve indice de toxicidade, contudo serdo necessariealizacdo de mais ensaios para

comparacao de algum indicio de toxicidadéaaio reriono periodo de chuvas (verao).
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3.6. Anélises de Hidrocarbonetos Policiclicos Artows — HPAS

Tabela 26.Analise dos Hidrocarbonetos Policiclicos AromatieddPAs:montante e jusante do lancamento no Ribaft

VMP PERIODOS DE COLETA NO RIO ATIBAIA
HPAs CONAMA 4/04/07 15/08/07 21/11/07 29/02/08 29/05/08 13/88/0

357 Art 15 M* Jrx M* J** M* J** M* J** M* J** M * Jr*
Benzo(a)pireno 0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05% 50,0 <0,05| <0,05| <0,0§ <0,0%
Benzo(b)fluorateno 0,05 <0,05 <0,05| <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,0% 50,0 <0,05| <0,05| <0,0§ <0,0%
Benzo(K)fluorateno 0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05% 50,0 <0,05| <0,05| <0,0§ <0,0%
Criseno 0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05% 50,0 <0,05| <0,05| <0,0§ <0,0%
Acenaftileno <0,05 <0,05| <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 ,050 <0,05| <0,05| <0,05
Fluoreno <0,05 <0,05| <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 ,050 <0,05| <0,05| <0,05
Antraceno <0,05 <0,05| <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 ,05Q0 <0,05| <0,05| <0,08
Benzo(g,h,i)pirileno <0,05 <0,05| <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 ,050 <0,05| <0,05| <0,05
Fenantreno <0,05 <0,05| <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 ,050 <0,05| <0,05| <0,05
Dibenzo(a,h)antracen30'05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05% 50,0 <0,05| <0,05| <0,0§ <0,0%
Indeno(l,2,3,cd)piren()0'05 <0,05 <0,05| <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,0% 50,0 <0,05| <0,05| <0,0§ <0,0%
Pireno <0,05 <0,05| <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 ,050 <0,05| <0,05| <0,05
Acenafteno <0,05 <0,05| <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 ,05Q0 <0,05| <0,05| <0,08
Fluoranteno <0,05 <0,05| <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 ,050 <0,05| <0,05| <0,08
Naftaleno <0,05 <0,05| <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 ,050 <0,05| <0,05| <0,05
Benzo(a)antraceno 0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05% 50,0 <0,05| <0,05| <0,0§ <0,0%

M* = montante a 100m do lancamento do efluente iooMgibaia; J** = jusante a 200m do langcamento floemte no Rio Atibaia.

CONCLUSAO: Os resultados mostram que as concentracbes tasiscias denominadas “Hidrocarbonetos Policiclicos
Aromaticos” — HPAs estdo em concentracdo abaixamidel minimo de deteccdo pelas metodologias recdatas e atendem as

exigéncias da legislacédo nos pontos analisadodifenentes periodos.
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Os resultados obtidos mediante as andlises dagrasdss aguas do Rio Jaguari,
no ponto de captacdo para uso na Replan; Rio Atibaintante, jusante (200m) e (500m)
além do efluente apoOs tratamento bioldégico e d&tabdio, em relacdo aos ensaios
biolégicos referentes a toxicidade, mutagenicidadecinogenicidade, morte celular de
células de mamiferos e ecotoxicidade.

As amostras recolhidas para as andlises pontuai<bmo daquelas resultantes das
médias obtidas durante o periodo reportam-se aeglte ndo toxicidade, especialmente
guanto a alteracdes do genoma dos organismos ea@msinembora ocorram algumas
morte dos organismos.

Desta forma, nos ensaios recomendados pela Deldwer®CJ de 058/06 de
12/12/2006, em seu item 7, do Comité de Baciasdgidficas — PCJ, ndo demonstraram
capacidade mutagénica, carcinogénica e morte celdlaensaio de morte celular em
células de mamiferos confirma a nado toxicidadead@sstras analisadas.

Todas as andlises atenderam quanto a sua execsc@ormas do Standards
Methods 1978; CETESB; CONAMA e Sociedade Brasileil® Mutagénese,
Carcinogénese e Teratogénese Ambiental, e tiverauporte de analises quimicas, fisicas
e microbioldgicas de todas as amostras.

As analises mensais do ponto 3 néo identificaradrobarbonetos policiclicos
arométicos acima dos niveis de determinados petf@®$ de controle ambiental, portanto,

isentam a Replan de descarte destas substancias.
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Rio Claro, 6 de novembro de 2008

Profa. Dra. Dejanira de Franceschi de Angelis
CRB 00588/84

Coordenacao do projeto
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