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Eixo: GESTAO AMBIENTAL

CONCEITOS BASICOS DE ECOTOXICOLOGIA:
BIOENSAIOS E BIOMARCADORES NO CONTROLE DA

POLUICAO DE RECURSOS HIDRICOS
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ROTEIRO DIDATICE

Eixo: GESTAO AMBIENTAL

CURSO

CONCEITOS BASICOS DE ECOTOXICOLOGIA:

BIOENSAIOS E BIOMARCADORES

NO CONTROLE DA POLUICAO DE RECURSOS HIDRICOS
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Alternativas para o monitoramento da qualidade de recursos hidricos

Legislacao Ambiental

CAPITULO III
DAS CONDICOES E PADROES DE QUALIDADE DAS AGUAS
Secao I
Das Disposicoes Gerais

Art. 7* Os padroes de qualidade das aguas determinados nesta Resolucdo estabelecem
limites ndividuais para cada substancia em cada classe.

Pardgrafo tnico. Eventuais interacdes entre substancias, especificadas ou ndo nesta
Resolucdo. ndo poderdo conferir as aguas caracteristicas capazes de_causar efeitos letais ou alteracio de
comportamento. reproducdo ou fisiologia da vida. bem como de restringir os usos preponderantes
previstos. ressalvado o disposto no § 3° do art. 34. desta Resolucéo.

Art. 8 O conjunto de parametros de qualidade de agua selecionado para subsidiar a
proposta de enquadramento devera ser monitorado periodicamente pelo Poder Publico.

esesp
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Alternativas para o monitoramento da qualidade de recursos hidricos

Alternativas para o monitoramento da qualidade da agua
- Ensaios ecotoxicologicos

- Biomarcadores

esesp
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Alternativas para o monitoramento da qualidade de recursos hidricos

Eficiencia de estacOes de tratamento

=2

Wastewater
Treatment Plant

river

Mato Grande and
Navegantes WWTPs Treated effluent

Navegantes: lagoa de estabilizacao
Mato Grande: lodo ativado

Downstream




ADOIO

ROMEIRODIDAIEE

Alternativas para o monitoramento da qualidade de recursos hidricos

Toxicity tests

=) Q =

Microalgae Microcrustacean Fish (larvae and adult)

Biomarkers

lEROD Blood
GST + MmN &#

e 7

_(LRO

000
o000

esesp




ROTEIRODIDARIEE

Alternativas para o monitoramento da qualidade de recursos hidricos

Expressdo dos Efeitos Toxicos

Microalgae Microcrustacean Fish (larvae and adult)

concentracéao efetiva para 50% da populagcao

concentracao letal para 50% da populacao
concentracao de efeito nao observado

concentracao de efeito observado

<
S
@
o
@
i=
Il
o
o
=

Concentracdo Metal
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Alternativas para o monitoramento da qualidade de recursos hidricos
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Alternativas para o monitoramento da qualidade de recursos hidricos

Toxicity tests

=100 . 100
TUa = Tee or T
(U.S.EPA 1991)
100
iU¢c = - .
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Alternativas para o monitoramento da qualidade de recursos hidricos

Toxicity tests

T\ q 2

M:crbalgae Microcrustacean Fish (larvae and adult)
Test-Organism

D. rerio D. rerio
Site Efluent  P. boryanum D. magna
(larvae) (adult)
Navegantes WWTP — Raw TUc=1 TUa=1.55 TUc=28 TUa=2.30
Rio Grande Treated TUc=NC TUa=NC TUc=8 TUa=1.30
Mato Grande WWTP — Raw TUc=2 TUa=5.10 TUc =8 TUa=1.89
Canoas Treated TUc=NC TUa=NC TUc=8 TUa =NC

TUa — Acute toxic unit; TUc — Chronic toxic unit.
NC — Not Calculable due to the impossibility of calculating LOEC.
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Alternativas para o monitoramento da qualidade de recursos hidricos

ADOIO

Navegantes
WWTP

Raw effluent

D. rerio
{adult)

Treated effluent

D. rerio
(adult)

Mato Grande
WWTP

D. rerio
(adult)

borya'num

B - 1.25 Non-toxic

1.26 ~ 2.50 Slightly texic

2.51 -~ 5.00 Moderately toxic

- > 5,00 Toxk

000
o000
esesp



ROTEIRO'DIDATICE
« Distribuicdo de Sensibilidade de Espécies (SSD)

SMAYV - Valores agudos médios

das espécies (ug/L)

100 4 FAV (Valor agudo final) = 12,4 ug Cu/L
CMC (Concentracdo maxima do critério) = .
FAV/2 = 6,2 ug Cu/L
FCV (valor crénico final) = FAV/ACR m
103_
102_
® Equinodermos
v ©  Moluscos
e VvV ¥ Crusticeos Decapodes
¥  Crustéceos Holoplancténicos
B Peixes
101 T T T T T T T T T
0,0 5% 01 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9

Probabilidade Cumulativa (%)

1,0

o0
000
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ADOIO

Alternativas para o monitoramento da qualidade de recursos hidricos

EROD

Biomarkers

Blood
~ - [“aiu &

P

000
o000
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Alternativas para o monitoramento da qualidade de recursos hidricos

) Liver et Gills

4

—

EROD activity
pmod Resonuin'mg proteinmin
.

. m

Treated
efMuent effhent effluem eMyent

Control Raw Treated Cortrol Raw

Navegantes WWTP

000
o000
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Alternativas para o monitoramento da qualidade de recursos hidricos

8417

Liver - Gills

g
2

&0 1

G5T activity
nmalimg profein'min

—

201

Control Raw Treated Control Raw Treated
effluent effluent effluent effluent

Navegantes WWTP s

0000
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Alternativas para o monitoramento da qualidade de recursos hidricos

] Liver == Gills

%mm b 3000 4
(=%
€
2
Q
Q 400 1 20001
S
Q@ 2001 10004
a
==
a
s &
Q s 9
Control Raw Treated Control Raw Treated
effluent effluent effluent effluent
Navegantes WWTP s

0000
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Alternativas para o monitoramento da qualidade de recursos hidricos

Liver a 1 Gills ‘ Blood ) o

8
Z

an

oLo

uM MOAIMg protein

- Frequeancy q! MiCronucie:
2 2
g

0339

=i

a
==

- o
o< 0 D00 4
Control Raw Treated Controd Raw Treated Control Raw Treated
effluent elfluent effluent effluent effluent effluent
Navegantes WWTP s
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Alternativas para o monitoramento da qualidade de recursos hidricos

Liver
. Comrol  Rewefflent  Treatedeffluent  Downstreamriver

036 va 939 o 3402 282
X X % :v X

Gills
.~ CGatol  Raweffluest  Trestedeffluent  Downstreamriver

,>0.4Za 075 157 194
A ast X X X
o

Navegantes WWTP oe0
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Alternativas para o monitoramento da qualidade de recursos hidricos

EROD activity
pmol Resorufin/mg protein/min

16000 4

™
8
-3

8000 1

3.
3
o

Liver o Gills

20000 1

10000 1

e

Control Raw Treated Control Raw Treated
effluent effluent effluent effluent

Mato Grande WWTP L

0000
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Alternativas para o monitoramento da qualidade de recursos hidricos

“ Liver i a Gills
204
——— m‘
€
3 % 154
> 2
gt -
-8
8 E 104 ==
| —
109
54
0 4]
Control Raw Treated Control Raw Treated
effluent effluent effluent effluent
Mato Grande WWTP .
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Alternativas para o monitoramento da qualidade de recursos hidricos

Liver 1501 Gills

1004 I

509

b

8
o

»
3

Percentage of ABC pump activity
g g

J:

..
8
3

Control Raw Treated Control Raw Treated
effluent effluent effluent effluent

Mato Grande WWTP -4

0000
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Alternativas para o monitoramento da qualidade de recursos hidricos

b Liver 0o Gills 00930

Blood
boa?
A0 é 00380
g
g
: ¢
B oo
a
a0+ 000004
Control Raw Treated Control Raw Treated Control Raw Treated
effluent effluent effluent effluent offluent offluont
Mato Grande WWTP .
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Alternativas para o monitoramento da qualidade de recursos hidricos

™

.
-

Gills

Adult fish ‘ Liver

Danio rerio

- S

i

BR score value
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Alternativas para o monitoramento da qualidade de recursos hidricos

Legislacao Ambiental

CAPITULO III
DAS CONDICOES E PADROES DE QUALIDADE DAS AGUAS
Secao I
Das Disposicoes Gerais

Art. 7* Os padroes de qualidade das aguas determinados nesta Resolucdo estabelecem
limites ndividuais para cada substancia em cada classe.

Pardgrafo tnico. Eventuais interacdes entre substancias, especificadas ou ndo nesta
Resolucdo. ndo poderdo conferir as aguas caracteristicas capazes de causar efeitos letais ou alteracdo de

comportamento. reproducdo ou fisiologia da vida. bem como de restringir os usos preponderantes

previstos. ressalvado o disposto no § 3¢ do art. 34. desta Resolucéo.

Art. 8 O conjunto de parametros de qualidade de agua selecionado para subsidiar a
proposta de enquadramento devera ser monitorado periodicamente pelo Poder Publico.
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Alternativas para o monitoramento da qualidade de recursos hidricos

Alternativas para o monitoramento da qualidade da agua
- Medidas diretas

- Biomarcadores

esesp



ROGEIRGIDIDATICE

Uso de recursos hidricos: aspectos ecotoxicoldgicos

ADOIO

Biomarcador
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Alternativas para o monitoramento da qualidade de recursos hidricos

Estuario da
Lagoa dos
Patos

- Crescimento
populacional

- Expansido do poélo
mdustrial
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Alternativas para o monitoramento da qualidade de recursos hidricos

Qual biomarcador utilizar?

&

Mecanismo de toxicidade do contaminante

>

Selecao do biomarcador

esesp
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Alternativas para o monitoramento da qualidade de recursos hidricos

Estuario da

Lagoa‘dos
Patos
-

Metais

Hidrocarbonetos

Compostos nitrogenados

S

esP
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Alternativas para o monitoramento da qualidade de recursos hidricos

Uso de respostas antioxidantes e estresse oxidativo como
biomarcadores de poluigdo aqudtica

A relagdo entre as concentracdes dos pré-oxidantes e dos
antioxidantes determina a probabilidade de geracdo de estresse
oxidativo na célula

o Metais Enzimdticos Ndo enzimdticos
o Hidrocaroanzios . Catalase Vit. €
0 Pesticidas 65T Vit. E

0 Joxinas

G6SH

esesp
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Alternativas para o monitoramento da qualidade de recursos hidricos

Esiresse Qxidative:
desezquiliorio entre o3
> » gentes oxidanies e
r r . %
‘) 9 antioxidantes

/1

e3espP
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ESTUDOS DE CAMPO

, X DAt
Coroa do Boi

RN 5!

Paralichthys
I orbignyanus
Sangue
Dano de DHNA -
Ensaio Cometa -
Teste de Micronicleos 000
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Biomarcadores de Exposicao

NN W
b o b o

GST/mg tecido

inverno primav. verdao outono inverno primav. verdo outono

=% Controle Poluido

‘T\ A
a ]' a
1 ? I .
M IJ>? |
b

inverno primav. verdo outono

Metalotioneinas
(nmol GSH/g tecido)
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Alternativas para o monitoramento da qualidade de recursos hidricos

Biomarcadores de Efeito

Momento da Cauda
Freqliéncia de CMN

mnverno primav. verao verio outono

N
o
o

Peroxidacéo lipidica
(nmol CHP/g tecido)
2
S

inverno primav. verao outono .=:

e5espP
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Alternativas para o monitoramento da qualidade de recursos hidricos

Micropogonias furnieri

%9
o
E &
m.—l
<k
£5
oL

5830

Dano de DNA aumentado nas corvinas coletadas no local poluido
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Alternativas para o monitoramento da qualidade de recursos hidricos

Micropogonias furnieri

0

©
(o)

o
BEN

m/\
3 0
O &
D
Ne) oy
QT
S
o @
D =
O
>
c =
o ®
o @
S

o
N
A

a '

Winter Summer

o
(=}

Freqléncia de celulas micronucleadas aumentada nas corvinas
coletadas no local poluido, dependente da época do ano.
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Alternativas para o monitoramento da qualidade de recursos hidricos

ESTUDOS DE LABORATORIO

1

P 5

|
; @/ Yy 4 ’f‘
I"Brisyna& .j Oceano

Paralichthys
orbignyanus

Ensaio Cometa / # °
Teste de Micronicleos (T ]
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Alternativas para o monitoramento da qualidade de recursos hidricos

Biomarcadores de Exposicao
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2 o

-
v

3
g
o
E
5
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0.
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L I
U GST/mg tissue
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EE 9 E 1 Agua do ambiente controle
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Alternativas para o monitoramento da qualidade de recursos hidricos

Se
-
E-
1
-

o
-
e
sO
5%
- &
Y s
a

Momento da cauda

Biomarcadores de Efeito

5 Dias

Freqiiéncia de CMN

Il Controle
BE Agua do ambiente controle

Agua do ambiente poluido
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Alternativas para o monitoramento da qualidade de recursos hidricos

Qual biomarcador utilizar?

&

Mecanismo de toxicidade do contaminante

>

Selecao do biomarcador

esesp
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Alternativas para o monitoramento da qualidade de recursos hidricos

Lagoa dos
Patos

Controle

Poluido I

Poluido II

Poluido III e
Poluido IV .g::
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Alternativas para o monitoramento da qualidade de recursos hidricos
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Alternativas para o monitoramento da qualidade de recursos hidricos
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Alternativas para o monitoramento da qualidade de recursos hidricos
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Alternativas para o monitoramento da qualidade de recursos hidricos

5 locais de amostragem
Estuario da X

Lagoa do&("?

M Patos =~ " ¢ o S

>

Micropogonias furnieri
8-15 cm comprimento total

» Espécie costeira

* Estuarina-dependente

» Mais abundante na pesca artesanal

* Usa a totalidade do estuario

» Grande importincia na cadeia trofica
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Alternativas para o monitoramento da qualidade de recursos hidricos

Figado e Branquias

o

Metais (EAA)
Lipoperoxidacao Metalotioneinas

TBARS

(Viarengo et al., 1997)

(Oakes e Van Der Kraak, 2003)

Grupamentos —SH livres
X
X DTNB (Reagente de Ellman)

Malondialdeido

Acido tiobarbitoirico

¥ > ot

Fluorimetria Espectrofotometria
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Alternativas para o monitoramento da qualidade de recursos hidricos

Cu concentration (Hg'g dry weeight

Zn concentration {pgfg dry weeight)

[a1]

n
)

20 -

40

-
rrrrr

Branquias

Copper f
N
5 .: -I' ......
1 4 n=33_ 5
— wman T
n=28 n=31
Summer Autumn  Winter Spring
Zinc e
= ab %
n=33 H
g _ I n=31
n:EE wan® I'I=25 L P L
Summer  Augtumn Winter Spring

Cd concentration { pug'g dry weight)

Pb concentration {puafg dry veeight)
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Alternativas para o monitoramento da qualidade de recursos hidricos
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Alternativas para o monitoramento da qualidade de recursos hidricos
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Alternativas para o monitoramento da qualidade de recursos hidricos

Gills MTLP and LPO tendency
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Alternativas para o monitoramento da qualidade de recursos hidricos

Figado
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Alternativas para o monitoramento da qualidade de recursos hidricos
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Alternativas para o monitoramento da qualidade de recursos hidricos
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Alternativas para o monitoramento da qualidade de recursos hidricos

Liver MTLF and LPO tendency
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Alternativas para o monitoramento da qualidade de recursos hidricos

Contaminante Desafio
Toxicologia Aquatica

Molécula ‘
Célula ; Prever ou prover
ﬂ evidéncias
Tecido-orgao
Individuo €22

ﬂ ~N
Populacao S
C - 1dad >~ : ANO1

DIIUTHEAGE Efeitos ecologicos

4 relevantes

Ecossistema_ 38

- ee®
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ADOIO

Alternativas para o monitoramento da qualidade de recursos hidricos

DESAFIO ECO

OXICOLOGICO

* Existe relacdo direta entre a resposta dos biomarcadores e

efeitos detectaveis em niveis superiores da organizacdo

biolégica (comportamento, populagcéo, comunidade e/ou

ecossistema)?

* A qual contaminante as respostas dos biomarcadores estdo

associadas?

000
000
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Alternativas para o monitoramento da qualidade de recursos hidricos
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Alternativas para o monitoramento da qualidade de recursos hidricos

Foraminifero simbionte
Amphistegina lessonii
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Alternativas para o monitoramento da qualidade de recursos hidricos

3°48'S

3°49'S

3°50'S

3°51'S

3°52'S

3°53'S

PSA
BIB L
b
LDI
POR 4l A
-
Fernando de Noronha
= PB
BUR
<
< Stations
Fernando de
Noronha National
Marine Park
0 05 1 2 3
m we wessssw  Kilometers
32°28'W 32°27'W 32°26'W 32°25'W 32°24'W 32°23W

PSA = Porto Santo Antonio, BIB = Praia da Biboca: fora do PARNAMAR

POR = Baia dos Porcos, LDI = Lage Dois Irmaos, BUR = Buracao: dentro do PARNAMAR

es
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Alternativas para o monitoramento da qualidade de recursos hidricos

Density (ind/ 100 cm?)

BRANQUEAMENTO x DENSIDADE

2007 2—— b a0
] eaching
175 A | L 25
150 l
125- b [20
100- -3 I ks
75 - 2 T
1 l -10
50 a I
= "5
25
O 1 1 | A 1 A O
PSA  BIB POR LDl  BUR

Sampling sites

Bleaching (%)
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Alternativas para o monitoramento da qualidade de recursos hidricos

BRANQUEAMENTO x DENSIDADE

° y=29.90-12.85*x
r*=0.69;P=0.0001

10

Partly bleached adults (%)

0.5 1.0 1.5 2.0 25

Base 10 log density (ind/cm?) &9
000
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Alternativas para o monitoramento da qualidade de recursos hidricos

Principais contaminantes aquaticos

Esgoto domeéstico
Metais (Zn, Cu, Cd e PDb)
Hidrocarbonetos

Pesticidas

esesp
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Alternativas para o monitoramento da qualidade de recursos hidricos

Parametros fisico-quimicos da &agua. Concentracdo média de metais e carbono organico

dissolvido (COD) expressos em ug/L e mg/L, respectivamente. Sal. = salinidade; OD =
oxigénio dissolvido (mg O2/L); TS = temperatura de superficie (°C).

Local de Zn Cu cd | Pb  COD pH Sal. oD TS
amostragem
PSA 113 14.5 16 172 7.25 8.1 37 5.5 26
BIB 113 12.0 19 254 8.10 8.0 36 59 27.1
POR 88 12.5 0 162 8.05 80 37 57 26.7
LDI 79 11.5 13 137 580 8.2 37 55 26.9
BUR 118 10.0 20 49 345 8.0 37 5.9 26
@
200
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Alternativas para o monitoramento da qualidade de recursos hidricos

Efeitos dos Metais no Transporte Ionico

M2+ M+
Zn?t, Pb%* Cd?t, Co?t Ag*, Cu”

\ /

2+ +
%‘ oL, H,O (apical)
T H+
PVC PVC
MRC
o
i <O, 3INa
o
&
2K*

Sangue (basolateral)

®

2®
0000
esesp



ROGEIRODIDAIECE

Alternativas para o monitoramento da qualidade de recursos hidricos

Enzimas envolvidas no transporte ionico

Processo de calcificacio:

Ca’*-ATPase e Mg?*-ATPase

WANAAANAANAAN
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Alternativas para o monitoramento da qualidade de recursos hidricos
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Alternativas para o monitoramento da qualidade de recursos hidricos
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Alternativas para o monitoramento da qualidade de recursos hidricos

Oxidacdo de Oxidacao de acidos Oxidacao de bases
aminodacidos graxos insafturados nitrogenadas




ROTEIRODIDATICE

Alternativas para o monitoramento da qualidade de recursos hidricos

ROS concentration

ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (ROS)

(Area x 10?)
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Alternativas para o monitoramento da qualidade de recursos hidricos

ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (ROS)
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Alternativas para o monitoramento da qualidade de recursos hidricos

SUPEROXIDO DISMUTASE (SOD)
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Alternativas para o monitoramento da qualidade de recursos hidricos

MDA concentration

DANO OXIDATIVO EM LIPIDIOS (LPO)
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Alternativas para o monitoramento da qualidade de recursos hidricos

DANO OXIDATIVO EM_LIPIDIOS (LPO)
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Alternativas para o monitoramento da qualidade de recursos hidricos
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Alternativas para o monitoramento da qualidade de recursos hidricos

2.0 METALOTIONEINAS (PSMT)
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Alternativas para o monitoramento da qualidade de recursos hidricos

METALOTIONEINAS (PSMT)
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Alternativas para o monitoramento da qualidade de recursos hidricos
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Alternativas para o monitoramento da qualidade de recursos hidricos

21213
£ D 010

Visual alteration (%)

BRANQUEAMENTO
2 O. 24 h: y=-4.4116+0.3603*x
80 R2=0.9275; p=0.008

D48 h: y=-5.3869+0.9715"x
R?=0.9807; p=0.001
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ROGEIRG DIDATICE

Alternativas para o monitoramento da qualidade de recursos hidricos

DESAFIO ECOTOXICOLOGICO

* Existe relacdo direta entre a resposta dos biomarcadores e
efeitos detectaveis em niveis superiores da organizacdo
biolégica (comportamento, populagdo, comunidade e/ou

ecossistema)?

* A qual contaminante as respostas dos biomarcadores estdo

associadas?
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000

esesp



\
ADOIO
v

ROTEIRODIDATICE

Alternativas para o monitoramento da qualidade de recursos hidricos

CONSELHO MUNICIPAL DE

q DEFESA DO MEIO AMBIENTE

oo COMDEMA

Criado pela Lei Municipal n® 3.832, de 26 de dezembro de 1983 / Reestruturado pela Lei Municipal n°
5.463, de 29 de novembro de 2000 / Decreto n® 7.669, de 26 de abril de 2001.

Resolucao 002/2014

“DISPOE SOBRE A UTILIZACAO DO
MODELO DO LIGANTE BIOTICO E DOS
BIOMARCADORES COMO FERRAMENTAS
COMPLEMENTARES DE AVALIACAO DAS
CONDICOES PARA  EMISSAO DE
EFLUENTES E MONITORAMENTO DA
QUALIDADE DOS RECURSOS HIDRICOS
NO MUNICIPIO DO RIO GRANDE E DA
OUTRAS PROVIDENCIAS”

o Conselho Municipal de Defesa do Meio Ambiente — COMDEMA — de carater
deliberativo e normativo, nos termos do artigo 1° da Lei Municipal n°. 5463, de 29 de
novembro de 2000, responsavel pela aprovacdo e acompanhamento da implementacdo da
Politica Municipal do Meio Ambiente, bem como dos demais planos afetos a area, tendo em
vista o disposto em seu Regimento Interno, RESOLVE que:

Art. 2° Os parametros de avaliacdo, as espécies mdicadoras e as condigoes de avaliagdo sdo os °
definidos no anexo I desta Resolugéo. v000e
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