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RESUMO

Os canais de drenagem da cidade de Santos sdo os responsaveis pelo
escoamento das aguas pluviais para o mar, porém existem fatores que podem
comprometer a qualidade da agua que escoa nesses canais e, com isso, afetar
a balneabilidade das praias de Santos. O presente estudo consistiu em verificar
a qualidade da agua dos sete canais de drenagem urbana que desaguam na
orla da praia de Santos-SP, antes de atingir o mar, por meio de analises
quimicas, fisico-quimicas, ecotoxicoldgicas e microbiolégicas, em periodo de
alta e baixa pluviosidade. As andlises revelaram que as caracterizacdes para a
maioria das amostras analisadas, encontravam-se em desacordo com 0S
limites estabelecidos pela resolucdo CONAMA 357/05 e 430/11. Os resultados
obtidos pelos parametros analisados no presente estudo sugerem uma
contribuicdo de esgoto de origem doméstica nestes canais de drenagem, o que

consequentemente pode afetar a qualidade ambiental das praias de Santos.

Palavras-chave: Santos. Canais de drenagem urbana. Qualidade da &gua.

Contaminacado das praias. Ecotoxicologia.



ABSTRACT

The drainage channels in the city of Santos are responsible for
stormwater runoff into the sea, however, there are factors that can compromise
the quality of water flowing in these channels and thus affect the bathing
beaches of Santos. The aim of the present study was to evaluate the water
quality of the seven channels that drain on the beachfront of Santos, before
reaching the sea, through some chemical, physical-chemical, microbiological
and ecotoxicological analysis, in periods of high and low precipitation. The
results obtained from the analysis revealed that most of the samples were in
disagreement with the limits established by CONAMA Resolution 357/05 e
430/11. The results obtained through the parameters analyzed in this study
suggest a contribution of domestic sewage, threatening the quality of bathing
waters of the canals and beaches of Santos.

Keywords: Santos. Urban drainage channels. Water quality. Contamination of
beaches. Ecotoxicology
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1. INTRODUCAO

1.1 Histérico da construcao dos canais de drenagem da cidade de Santos

A cidade de Santos esta localizada na regido metropolitana da Baixada
Santista, na costa central do estado de S&o Paulo, sendo uma das mais
antigas do Brasil, fundada por volta de 1540 com a chegada dos colonizadores
portugueses (SANTOS CIDADE, 2012). Com uma populacdo de 419.757
habitantes (IBGE, 2010), é a cidade mais populosa da baixada Santista, com
topografia plana, clima quente e chuvoso, além de ser considerada um
balneario turistico com o maior porto da América Latina.

A partir do crescimento do porto, que teve inicio em 1888, houve um
aumento expressivo na populacao, principalmente de trabalhadores portuarios.
No entanto, a infraestrutura de saneamento, a coleta do lixo e o abastecimento
de agua ndo acompanharam o desenvolvimento e o crescimento populacional
da época. Este cenario gerou condicbes favoraveis ao desenvolvimento de
varias doencas infecciosas como, por exemplo, a febre amarela. Em 1890,
Santos ja totalizava uma populacdo de 50 mil habitantes, porém, a auséncia de
um sistema de drenagem eficiente, mediante a estruturacdo de canais,
contribuiu para que em menos de uma década, metade da populagcédo local
fosse dizimada em consequéncia de enfermidades provenientes da falta de
saneamento (SANTOS CIDADE, 2012).

A criticidade desta situacdo levou o engenheiro sanitarista Francisco
Saturnino Rodrigues de Brito a idealizar e projetar o plano de saneamento da
cidade de Santos que previa a construgcdo dos canais de drenagem, com a
separacao total entre os esgotos e a rede pluvial. O projeto previu a separacéo
absoluta entre os despejos domésticos e a rede pluvial, com a construcao de
canais de drenagem prolongados de mar a mar (SARTOR et al., 2000.;
DEGASPARI et al, 2000; PARENTE et al., 2004). As obras foram iniciadas em
1906 e inauguradas oficialmente em 1914. Porém, ap0s a conclusao dos
canais de drenagem, a qualidade da agua despejada no mar comprometia a
balneabilidade das praias de Santos.

Nas décadas de 1970 e 1980, a populacdo de Sdo Paulo pouco
frequentava as praias de Santos devido aos altos indices de poluicdo organica
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e contaminacao microbiol6gica. No final da década de 1980, verificou-se que
uma das principais fontes de contaminacdo das praias estava, de fato,
relacionada aos canais, pois com o crescimento da cidade e o processo de
urbanizacdo, os mesmos receberam diversas ligacdes de esgoto clandestinas
(SARTOR et al., 2000; DEGASPARI et al, 2000) bem como a contribuicdo de
poluicéo difusa.

Na orla da praia de Santos existem sete canais de drenagem que
escoam para as praias (Figura 1), os quais em 1992 receberam a instalacdo de
um sistema de comporta em seis dos sete canais. Quando essas comportas
estdo fechadas, as aguas dos canais sdo conduzidas por uma tubulacao para a
Estacdo de Pré-Condicionamento de Esgoto (EPC) e, através de um Emissario
Submarino, sédo lancadas ao mar juntamente com os efluentes provenientes do
esgoto doméstico. No entanto, em periodos de maior pluviosidade as
comportas sdo remotamente abertas, e as aguas pluviais contidas nos canais
juntamente ao material dissolvido nelas sao liberadas diretamente para o mar
(AMBROZEVICIUS, 2010). No estudo realizado por Aguilera (2008) foi
demonstrado que existe contribuicdo significativa desses corpos d’agua
(canais) na reducdo da qualidade da agua das praias de Santos, durante as

primeiras horas ap0s a abertura das comportas.

o A 2. POSTO DE MEDICAO SABOO A
A o o e ﬂ\zos.mnmm&mos

.
133

4w

Figura 1- Mapa de Santos com destague dos canais de drenagem.
Fonte: Adaptado de Freitas & Muniz (2012)
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1.2 Aimportancia das aguas

A agua é um recurso natural extremamente essencial para a
sobrevivéncia de todas as espécies que habitam a terra. No nosso planeta,
observa-se que cerca de 3/4 de sua superficie € composta de agua, sendo que
esta ainda se divide em agua salgada, que corresponde a 97 % do total
disponivel, e agua doce, com apenas 3 %; dessa pequena por¢cdo de agua
doce, tem-se que somente 1 % dela € potavel, ou seja, apta para o0 consumo
humano, uma vez que o restante encontra-se em calotas polares e nas geleiras
(PEIXOTO FILHO & BONDAROVSKY, 2000). Apesar de todos os esforcos
para armazenar e diminuir 0 seu consumo, a agua esta se tornando, cada vez
mais, um bem escasso, e sua qualidade se deteriora com rapidez (FREITAS &
ALMEIDA, 2001).

Os ecossistemas aquaticos sao extremamente vulneraveis aos impactos
provocados pela atividade humana, o que pode ser verificado através de
analises das caracteristicas das aguas continentais localizadas em areas com
diferentes graus de concentracdo humana (CAMARGO et al., 1995). O destino
final do esgoto doméstico e industrial, a disposicdo inadequada de residuos
sélidos urbanos e industriais e postos de combustiveis, representam fontes de
contaminacdo das aguas, por bactérias, virus patogénicos, parasitas,
substancias organicas e inorganicas (SILVA & ARAUJO, 2003).

A poluicdo das aguas genericamente decorre da adicdo de substancias
ou de formas de energia que alterem as caracteristicas fisicas e quimicas
diretamente ou indiretamente, de tal maneira que inviabilize a utilizacdo das
suas aguas para usos benéficos. Segundo Dahi (1992), a protecdo de
contaminac¢des no fornecimento de dgua € a primeira linha de defesa.

Torna-se importante ressaltar a existéncia de duas formas distintas,
pelas quais as aguas poluidas atingem um determinado corpo receptor. A
primeira, denominada fonte ou poluicdo pontual, refere-se a poluicdo
decorrente de agdes modificadoras localizadas. E o caso, por exemplo, da
desembocadura de um rio, de efluentes de uma estacdo de tratamento de
esgotos domésticos ou industriais, ou mesmo, a saida de um tronco coletor de

esgotos domésticos sem tratamento, ou ainda a saida no mar, de um emissario
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submarino. A segunda, poluicdo difusa, se da pela acdo das &guas da chuva
ao lavarem e transportarem a poluicdo nas suas diversas formas espalhadas
sobre a superficie do terreno (urbano ou ndo) para os corpos receptores. A
poluicdo difusa alcanca os rios, lagoas, baias, canais, etc., distribuida ao longo
das margens, ndo se concentrando em um Unico local como € o caso da
poluicédo pontual.

O grau de poluicdo das aguas é medido através de caracteristicas
fisicas, quimicas e biolégicas das impurezas existentes, que sao identificadas
por parametros de qualidade.

O termo “Qualidade das aguas” é utilizado para descrever as condigdes
da agua, incluindo as analises das caracteristicas quimicas, fisicas e
bioldgicas, normalmente empregado no contexto de sua adequacédo para um
propdésito em particular, como &gua para beber, para contato ou pesca
(JOHNSON, 2007; DIERSING,2013).

Alguns dos principais constituintes do esgoto de um sistema de esgoto
urbano, fontes em potencial e os seus efeitos na agua estdo demonstrados na
Tabela 1.



Tabela 1 - Principais constituintes de um sistema de esgoto urbano.

CONSTITUINTE

Substancias com

FONTE EM POTENCIAL

Sobretudo materiais organicos

EFEITOS NA AGUA

Consomem oxigénio dissolvido

19

demanda de em especial fezes e urina
oxigénio humanos
Orgéanicos Residuos industriais, produtos  Toxicos a vida aquatica

refratarios

de limpeza

Virus

Residuos humanos

Causam doencgas (possivelmente
cancer); principal obstaculo contra
a reciclagem de esgotos para
sistemas hidricos)

Detergentes

Detergentes domésticos

Propriedades organolépticas da
agua, impedem a remocéo de
graxas e 6leos, téxicos a vida

aguatica

Fosfatos

Detergentes

Nutrientes de algas

Graxas e 6leos

Cozinha, processamento de

alimentos, residuos industriais

Propriedades organolépticas da

agua, prejudiciais a parte da vida

aguatica
Sais Residuos humanos e Aumentam a salinidade da agua
industriais, abrandadores de
agua
Metais Residuos industriais, Toxicidade

laboratérios quimicos

Agentes quelantes

Alguns detergentes, residuos

industriais

Solubilizacdo e transporte de

metais

Sélidos

Todas as fontes

Propriedades organolépticas da

agua, prejudiciais a vida aquética

Fonte: Manahan (2013).
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1.3 O saneamento basico e a sua importancia para a saude humana

Entende-se por saneamento basico, o conjunto de medidas que visa
preservar ou modificar as condicdes do meio ambiente, com a finalidade de
prevenir doengas e promover a saude (ROUQUAYROL e ALMEIDA FILHO,
1999).

Saneamento significa higiene e limpeza e, dentre as principais atividades
relacionadas estdo: a coleta e o tratamento de residuos das atividades
humanas, tanto solidos quanto liquidos (lixo e esgoto); a prevenc¢éo da poluigdo
das 4guas de rios, mares, canais e outros mananciais; a garantia da qualidade
da agua utilizada pelas popula¢des para consumo, bem como seu fornecimento
de qualidade; além do controle de vetores. Incluem-se ainda no campo de
atuacdo do saneamento a drenagem das aguas das chuvas, a prevencédo de
enchentes e os cuidados com as aguas subterraneas (CAVINATTO, 1992).

A descarga sem tratamento de esgoto domiciliar em rios, represas,
estuarios, mares e em canais de drenagem (caso da cidade de Santos) € um
grave problema para a qualidade da agua.

O Ministério das Cidades afirma que no Brasil, cerca de 60 milhdes de
brasileiros (9,6 milh6es de domicilios urbanos) ndo sdo atendidos pela rede de
coleta de esgoto e, destes, aproximadamente 15 milhdes (3,4 milhBes de
domicilios) ndo tém acesso a 4gua encanada. Vale ressaltar que apenas 25%
do esgoto gerado é tratado, sendo que o restante € despejado “in natura” nos
rios ou no mar. Com os baixos indices de tratamento, 65% das internacdes
hospitalares no Pais sdo atribuidas as doencas transmitidas pela agua como,
por exemplo, disenterias bacterianas, hepatite A, parasitoses como a giardiase
e ascaridiase, dentre outras doencas transmitidas pela rota oral-fecal. Além
disso, mais de cinco milhées de pessoas morrem por ano no mundo devido as
doencas transmitidas pela dgua (BRASIL, 2005). Evitar a disseminacdo de
doencas veiculadas por detritos na forma de esgotos e lixo € uma das

principais funcdes do saneamento basico (CAVINATTO, 1992).
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1.4 Legislacdo ambiental aplicada ao controle de qualidade das aguas

No Brasil, o Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA),
constituido pelas camaras técnicas, grupos de Trabalho e as Plenarias, tem
como principal instrumento a elaboragcdo de resolugdes. Por meio desses
dispositivos sao estabelecidas normas, critérios e padrdes relativos ao controle
e a manutencdo da qualidade do meio ambiente. Com relacdo ao controle da
poluicdo hidrica 0 CONAMA estabeleceu em 1986 a Resolucdo 20, esta
Resolugdo é um aperfeicoamento da Portaria 13, de 15 de janeiro de 1976 do
Ministério do Interior. Esta Resolucdo fixou, pela primeira vez, padrdes
especificos de qualidade das aguas para fins de balneabilidade ou recreacéo
de contato primario e dividiu as aguas do territério nacional em aguas doces
(salinidade < 0,5%), salobras (salinidade entre 0,5% e 30%) e salinas
(salinidade > 30%). Em fung&o dos usos previstos, foram criadas nove classes.
Dos usos preponderantes das classes relativas a dgua doce, em que Classe
Especial pressupfe 0os usos mais nobres, e a Classe 4, 0s menos nobres. As
Classes 5 e 6 sao relativas as 4guas salinas e as Classes 7 e 8 as aguas
salobras.

A Resolucdo CONAMA 274, de 29 de novembro de 2000, especifica
critérios sobre balneabilidade de aguas, sendo esta definida como o estudo da
qualidade das &guas destinadas a recreacdo de contato primario. Recreacao
de contato primario deve ser entendida como um contato direto e prolongado
com a agua (natacdo, mergulho, esquiaquatico, etc.), onde a possibilidade
de ingerir quantidades significativas de agua € expressiva. O estudo da
balneabilidade de uma praia, por exemplo, compreende a medida das
condicdes sanitarias, objetivando a sua classificacdo em PROPRIA e
IMPROPRIA para o banho, em conformidade com as especificacdes pré
determinadas pela Resolucdo supracitada.

O processo de revisdo da Resolucao 20/86, gerou a Resolucéo 357, de
17 de marco de 2005, que dispde sobre a classificacdo dos corpos de
agua e diretrizes ambientais para o seu engquadramento, bem como
estabelece as condicdes e padrdes de lancamento de efluentes.

Essa legislagdo vem sendo constantemente atualizada — alterada por
meio das Resolucbes CONAMA 370/06, 397/08, 410/09 e 430/11 e,
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atualmente, determina em ambito nacional, a classificagdo dos corpos de

agua, dividindo as aguas em trés tipos:

I. dguas doces: aguas com salinidade igual ou inferior a 0,5 %
Il. dguas salobras: aguas com salinidade superior a 0,5 % e inferior a 30 %
lll. aguas salinas: 4guas com salinidade igual ou superior a 30 %

No presente estudo, as aguas dos canais de Santos foram classificadas
como agua doce de classe 2, conforme Decreto Estadual n°10755/77 (SP), as
quais podem ser destinadas:

a) ao abastecimento para consumo humano, apds tratamento convencional ou
avancado;

b) a irrigacdo de culturas arboreas, cerealiferas e forrageiras;

c) a pesca amadora;

d) a recreacdo de contato secundario;

e) a dessedentacao de animais.

Deve-se ressaltar que a classificacdo do tipo de agua (agua doce,
salobra ou salina) podera sofrer alteracbes de acordo com os valores de
salinidade encontrados nas diferentes épocas do ano.

Diante do exposto, 0 presente estudo visou analisar a qualidade das
aguas dos canais de drenagem urbana de Santos em periodo de alta e baixa
pluviosidade. Este diagndéstico, que contempla analises fisico-quimicas,
microbiolégicas e ecotoxicoldgicas, possibilitard determinar uma possivel
influéncia dos canais na qualidade ambiental das praias, bem como gerar
subsidios para a intervencdo do poder publico no sentido de minimizar os

problemas relacionados a saide ambiental do Municipio.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Analisar a qualidade das aguas dos sete canais de drenagem urbana da

cidade de Santos (S&o Paulo, Brasil), em periodo de alta e baixa pluviosidade.

2.2 Objetivos especificos

Caracterizacao fisico-quimica, através das andlises das variaveis:

(temperatura, salinidade, pH, OD, cor turbidez e condutividade) ;

Caracterizacdo quimica, através das andlises das variaveis:
(nitrogénio amoniacal, nitrito e nitrato, fosfato e surfactantes

aniénicos);

Caracterizacdo microbioldgica, através da andlise de bactérias
indicadores de contaminacado fecal (coliformes totais e Escherichia

coli);

Analisar os efeitos ecotoxicolégico por meio de ensaios de toxicidade

com ourigo-do-mar (Lytechinus variegatus) (agudo e crénico);

Estabelecer comparacbes entre o0s periodos de alta e baixa

pluviosidade.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta

Inicialmente, em Setembro de 2012, realizou-se uma coleta para ensaios
preliminares para definicdo dos paradmetros a serem analisados, e as condi¢des
de coleta no presente trabalho.

As coletas foram entdo realizadas em duas etapas: uma coleta num
periodo de alta pluviosidade (AP), realizada no més de Janeiro de 2013 e,
outra coleta num periodo de baixa pluviosidade (BP), realizada no més de Maio
de 2013 (Figura 2).

As amostras de agua dos canais 01 a 06 foram coletadas junto a grelha
e aproximadamente a 1 metro da comporta de cada canal, na entrada da
tubulagcéo que vai para EPC, com excec¢éo do canal 07, uma vez que 0 mesmo
nao apresenta sistema de comportas, e as amostras deste canal foram entéo
coletadas no ponto extremo do canal, a céu aberto, antes do mar conforme
coordenadas de cada ponto obtidas com auxilio de um GPS “Garmin (GPS76)
marine navigator® (Tabela 2). Os pontos de coleta estéo ilustrados na figura 3.

Para cada ponto de coleta foram coletados 3 amostras de 1 litro de
agua, sendo acondicionadas em garrafa ambar, a temperatura (+/-5°c), até o

momento do processamento no laboratério (Figura 4).
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Figura 2 - indice Pluviométrico de Santos nos dias que precederam a coleta das
amostras. * data das coletas

Fonte: Prefeitura Municipal de Santos, Defesa Civil, (2013)
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Figura 3 - Mapa da area de estudo, destacando os pontos de coleta dos canais (01-07)
Fonte: Modificado de AMBROZEVICIUS & ABESSA (2008)
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Tabela 2 - Localizacdo geografica dos pontos de coleta.

Pontos de coleta Localizacao Geogréafica
S 23°58' 07,46”
Canal 01 0 46° 20 44.63”
$23°58’09,73”
Canal 02 0 46°20' 21,52
$23°58’ 16,97”
Canal 03 0 46° 19’ 45.89”
$23°58’ 28,26”
Canal 04 0 46° 19’ 18,12”
$23°58’41,53”
Canal 05 0 46° 18’ 56.94”
$23°59’ 02,82”
Canal 06 0 46° 18’ 34.90”
Canal 07 $23°59’ 22,89

046°17’ 57,39”

Lroata g

Ponto de Coleta

Figura 4 - Imagem do canal 03, destacando os pontos das coletas.
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3.2 Parametros fisico-quimicos

Em todas as amostras das aguas dos canais 0s seguintes parametros
fisico-quimicos foram analisados: temperatura, salinidade, pH, oxigénio
dissolvido (OD), cor, turbidez e condutividade. A temperatura e o (OD) foram
medidos em campo com o uso de equipamento (Instrutherm, modelo MO-910)
portétil. A salinidade, o pH, cor, turbidez e a condutividade foram determinados
com a utilizacdo dos aparelhos, refratbmetro de salinidade (Shibuya®, modelo
145), pHmetro (micronal®, modelo B474), Medidor de cor de bancada, c/ disco
colorimétrico estilo Hellige, mod.: NesslerQuanti, n° série: 991, marca:
Policontrol, Medidor de Turbidez portétil, mod.: AP2000, n° serie: 2188, marca:

Policontrol e oximetro (WTW®, modelo OXI-315i), respectivamente.

3.3 Determinacdao de nitrito e nitrato

Nitratos e nitritos foram determinados pelo método do N-(1-naftil)-
etilenodiamina (NTD), adaptado do Standard Methods 212 ed. 4500 B, 4-118
(2005)., através da utilizacdo de kits adquiridos do fabricante Alfakit (Santa
Catarina, Brasil). As determinacdes foram realizadas de acordo com as
instrucdes do fabricante, efetuando-se a leitura em espectrofotometro (CELM®,
modelo E-225-D) em comprimento de onda (A) igual a 535 nm.

Os teores de nitrogénio-nitrato (N-NOs’) das amostras foram calculados
por meio de curva construida a partir de solucao padrao de nitrato (Alfakit), com
concentracdes que variaram de 0,3125 a 10 mg.L, utilizando-se o programa
Microsoft Excel for Windows verséo 2010.

Os teores de nitrogénio-nitrito (N-NO2") das amostras foram calculados
por meio de curva construida, a partir de solucdo padréo de nitrito (Alfakit), com

concentragdes que variaram de 0,0156 a 0,5 mg.L™.
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3.4 Determinacdao de nitrogénio amoniacal

A concentracdo de amoénia foi determinada como nitrogénio amoniacal
pela metodologia volumétrica 4500-D com destilagdo preliminar como descrita
no Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA,
1999). Primeiramente, 500 mL da amostra foram tamponados em pH 9,5 com
25 mL de tampéo de borato. Em seguida, a amostra foi destilada e o nitrogénio
amoniacal foi coletado em 50 mL de uma solucdo absorvente de acido borico.
Esse destilado é titulado com o uso de um indicador colorido

As analises de nitrogénio amoniacal foram realizadas no

laboratorio de Ecotoxicologia da Universidade Santa Cecilia.

3.5 Determinacao de surfactantes anidnicos

A determinacado de surfactantes foi realizada por metodologia adaptada
do Standard Methods 212 ed. 3500 B, 3-58 (2005), através da utilizacdo de Kit
adquirido do fabricante Alfakit (Santa Catarina, Brasil), e os surfactantes
aniénicos (ou detergentes) foram determinados como compostos que reagem
com o azul de metileno em condicbes especificadas (MBAS — Metilene Blue
Active Substances) e, sendo suas concentracdes relativas ao sulfonato de
alquil benzeno de cadeia linear (LAS), que € utilizado como padrédo na analise,
efetuando-se a leitura em espectrofotometro (CELM®, modelo E-225-D) em em
comprimento de onda (A) igual a 650 nm. Os resultados dos teores de
surfactantes das amostras foram expressos como MBAS (mg.L™), e calculados
por meio de curva construida a partir de solu¢éo padrdao de LAS (Alfakit), com
concentracGes que variaram de 0,3125 a 5 mg.L?, utilizando-se o programa

Microsoft Excel for Windows versao 2010.
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3.6 Determinacéao de fosfato

A determinacdo de Fosfato dissolvido foi realizada pelo método Azul de
molibdénio, através da utilizacdo de kit adquirido do fabricante Alfakit (Santa
Catarina, Brasil). As determinacdes foram realizadas de acordo com as
instrucdes do fabricante, efetuando-se a leitura em espectrofotometro (CELM®,
modelo E-225-D) em em comprimento de onda (A) igual a 650 nm. Os
resultados dos teores de fosfato das amostras foram calculados por meio de
curva construida a partir de solucdo padrdo de Fosfato (Alfakit), com
concentracées que variaram de 0,3125 a 10 mg.L, utilizando-se o programa

Microsoft Excel for Windows versao 2010.

3.7 Determinacdo de Escherichia coli e outros coliformes

Para a determinacdo de Escherichia coli e outros coliformes nas
amostras, o método adotado foi da técnica da filtracdo em membranas
(modificado de CETESB, 2007 e APHA, 2012).

As amostras coletadas foram homogeneizadas 25 vezes, inclinando-se o
frasco de modo a formar um angulo de aproximadamente 45° entre o braco e o
antebraco, e com o auxilio de uma pipeta estéril, foram transferidos 5 mL para
um frasco contendo 45 mL de uma solucdo de diluicdo (ANEXO A) estéril. A
partir da diluicdo anterior, transferiu-se 1 mL para um novo frasco contendo
99 mL de solucdo de diluicdo estéril, obtendo-se entdo a diluicdo final de
1000 vezes a partir da amostra inicial.

Em seguida, transferiram-se 10 mL para um novo frasco contendo 90 mL
de solucéo de diluicdo estéril, sendo que este ultimo volume servira apenas
como meio de suporte para a transferéncia das possiveis bactérias existentes
na amostra, possibilitando que se distribuam uniformemente na superficie da
membrana ao ser efetuada a filtracao.

Apos todo o procedimento de diluicdo, o volume total do ultimo frasco foi
filtrado através de uma membrana estéril quadriculada com porosidade de 0,45
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um, sendo as mesmas dispostas, com o auxilio de uma pincga estéril, em placas
de Petri contendo o meio de cultura Agar Biochrome Coliformes (Biolog),
obedecendo aos cuidados de assepsia e, a cada filtracdo, o porta-filtro foi
lavado com agua de diluicdo estéril. O meio de cultura utilizado no ensaio,
trata-se de um meio cromogénico que permite uma répida identificacdo e
enumeracdo simultanea de E. coli e outros coliformes, onde a diferenciacéo &
realizada a partir da coloracdo das colonias (Manafi, 1996; APHA, 2012).

Apos as filtracbes, as placas contendo o meio de cultura e a membrana
foram colocadas em posicéo invertida em bandejas e incubadas a 35 + 0,5°C,
durante 22-24 horas (Figura 5). Ap6s o tempo de incubacédo, efetuou-se a
contagem das coldnias tipicas de coliformes totais e Escherichia coli.

Os resultados foram expressos como Unidade Formadoras de Col6nias
(UFC)/200mL, de acordo com a equacao (1):

UFCH00mL= NTCXDE x100 (1)
WVEA

Sendo:

UFC: unidade formadora de colonia;

NTC: numero total de colbnias;

DE: diluicdo empregada,;

VFA: volume filtrado da amostra (mL).

Sendo que a diluicdo empregada foi igual a 1000 vezes e o volume filtrado

foi igual a 10 mL.

E. coli
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Figura5 - Placa de Petri contendo o meio de cultura Agar Biochrome Coliformes,

destacando col6nias de E. coli e os outros coliformes

3.8 Ensaio de toxicidade

Com o objetivo de verificar os niveis de toxicidade das aguas dos canais
de Santos, foram realizados ensaios de toxicidade para avaliacdo de efeitos
agudos e cronicos, Os ensaios de toxicidade foram realizados no laboratorio de
Ecotoxicologia da Universidade Santa Cecilia, o qual possui acreditacdo pelo
INMETRO na norma ISO/IEC 17025 para o ensaio de avaliacdo de efeito
crénico com Lytechinus variegatus (Embriolarval).

Os exemplares de ourigco-do-mar Lytechinus variegatus (Figura 6),
empregados nos ensaios para avaliacdo de efeito agudo e crénico foram
coletados por meio de mergulho livre na Ilha das Palmas, localizada no
municipio do Guaruja, SP.

10 s A . 4 ’ " 19 20

Figura 6 - Lytechinus variegatus (Echinodermata, Echinoidea)

Fonte: Cortez (2011)
3.8.1 Ensaio de toxicidade para avaliacéo de efeito agudo

No ensaio de toxicidade aguda, defini-se como avaliacdo de efeitos
severos e rapidos ao qual o organismo fica exposto a substancias quimicas a
um curto periodo de tempo. Esses critérios de avaliagdo normalmente em
funcdo da mortalidade e da imobilidade do organismo-teste (ARAGAO &
ARAUJO, 2006: MAGALHAES & FILHO, 2008).
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As avaliacOes de efeito agudo sao importantes para evidenciar os efeitos
letais em curtos intervalos de tempo. Fornecendo dados fundamentais para o
desenvolvimento e adocdo de critérios para melhoria da qualidade ambiental
(FONSECA. 1991).

Apés analisar a toxicidade de efeito agudo, é possivel empregar
diferentes métodos estatistico para calcular concentracdo mediana causador
de efeito adverso em 50% dos organismo exposto durante o periodo de ensaio,
os valores de toxicidade aguda podem ser expressos em CE50 (concentracao
mediana efetiva que causa imobilidade em 50% dos organismos expostos) ou

CL50 (concentragdo mediana letal a 50 % dos organismos expostos).

Este método de ensaio seguiu o protocolo da USEPA (1991),
desenvolvido para avaliagdo da toxicidade aguda e cronica em efluentes e
corpos receptores marinhos e estuarinos em diferentes organismos
representantes destes ecossistemas. No presente estudo este método foi

adaptado para a espécie de ourico-do-mar Lytechinus variegatus.

O método consiste na exposicdo de espermatozoides de ourico-do-mar
por um periodo de 1 hora, a diferentes concentracbes de uma substancia
quimica e/ou amostras ambientais. ApOs este periodo, a solu¢do contendo
ovulos é adicionada aos frascos-teste. Vinte minutos apés a adi¢do dos 6vulos.
0 ensaio é encerrado com a adicao de 0,5 mL de formol tamponado com borax

em todas as réplicas.

A técnica de inducao de liberacdo dos gametas utilizada neste ensaio
seguiu 0 método descrito na norma técnica ABNT/NBR 15350 (2006) No
entanto, neste método € importante estabelecer uma proporcdo
espermatozoide/évulo que propicie uma taxa adequada de fertilizacdo (70 % -

90 %) no controle do ensaio.

Para isso, ap6s a liberacdo dos gametas, foram seguidos o0s
procedimentos descritos no protocolo USEPA (1991). No caso dos
espermatozoides, o volume liberado por 3 (trés) machos foi acondicionado em
um béquer seco envolto com gelo: a partir deste volume foram preparadas
diferentes solug¢des (1:50. 1:100. 1:200 e 1:400) diluidas em agua do mar
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fitrada em membrana de 0.45 y de modo a se obter uma concentragao de
5x10’ espermatozéides/mL, ideal para realizacdo do ensaio, USEPA (1991). O

preparo das solucfes seguiu as etapas descritas abaixo:

a) 400uL de espermatozoides foram diluidos em 20 mL de agua do mar filtrada
no frasco A. Posteriormente a solucéo foi levemente agitada para eliminacao

de grumos:

b) 10 mL da solug&o do frasco A foram misturadas com 10 mL. de &gua do mar
filtrada no frasco B. A solucdo foi levemente agitada para eliminacao de

grumos.

¢) 10 mL da solugéo do frasco B foram misturadas com 10 mL de 4gua do mar
fitrada no frasco C. A solucdo foi levemente agitada para eliminacdo de

grumos.

d) 10 mL da solucgéo do frasco C’ foram misturadas com 10 mL de agua do mar
filtrada no frasco D. A solucéo foi levemente agitada para eliminacdo de

grumos.

Apébs o preparo das diferentes solu¢des preparou-se uma solugdo de
espermatozdides mortos para contagem em camara de Neubauer. Para tal,
preparou-se uma solucdo na proporcdo de 1:2000 seguindo as etapas

descritas abaixo:

a) 10 mL de solucédo de acido acético a 10% preparada em agua do mar foram

adicionados no frasco C e agitados para proporcionar uma boa mistura:

b) 1 mL da solucdo de espermatozdides mortos do frasco C foi misturado com
4 mL de agua do mar filtrada no frasco E.

c) a solucéo do frasco E ap6s homogeneizacao, foi colocada nos dois lados da
camara de Neubauer. Apos 15 minutos, tempo para que 0s espermatozoides

mortos se depositassem nos campos da camara, realizou-se a contagem.

d) com o uso de um microscépio Optico foram contados os espermatozoides
nos 400 quadrados dos dois campos da camara. Apos a contagem foi

estabelecida a média de espermatozoides entre os dois campos:
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e) A concentragdo de espermatozéides no frasco E = 10 4 x média de

espermatozoides.

A concentracdo de espermatozéides em todas as solugbes preparadas

foi calculada utilizando as seguintes formulacdes:

1. Concentracéo do frasco A = 40 x Concentracéo do frasco E.

2. Concentragao no frasco B = 20 x Concentragao no frasco E.

3. Concentragao no frasco D = 5 x Concentrag&o no frasco E.

4. Concentracdo original de espermatozoide = 2000 x Concentracdo do
frasco E.

Apbs o célculo das concentracdes, foi realizada a diluicdo da solucao de
espermatozoéide com concentracdo maior que 5 x 10 7 espermatozoéide/mL para

a concentracdo de 5 x 107 espermatozoéide/mL utilizando as seguintes formulas:
1. Concentragdo atual/5 x 10 7 = fator de diluicéo (FD):

2. [(FD) x 10] — 10 = volume (mL) de agua do mar filtrada que deve ser
adicionada no frasco para atingir a concentragdo de 5 x 10 7

espermatozoides/mL.

A solucao de 6vulos empregada neste ensaio deve ter a concentracédo
de 2000 Ovulos/mL. Para isso, os O6vulos de 3 (trés) fémeas foram
acondicionados em diferentes frascos e. apés sua decantacdo, foram lavados
por 3 (trés) vezes com a agua do mar filtrada. ApGs avaliacdo da viabilidade
dos 6vulos (devem ser redondos, lisos e de tamanho homogéneo), os mesmos
foram filtrados em malha de 350 um para um mesmo béquer e avolumado para
200 mL.

Com uso de um bastéo de vidro, o volume contido no béquer (solugao-
estoque) foi homogeneizado. Com o objetivo de facilitar a contagem dos
ovulos, uma aliquota de 1 (um) mL foi retirada e transferida para um béquer
contendo 9 (nove) mL de agua do mar filtrada, constituindo assim uma solugéo

mais diluida de 6vulos na proporcdo de 1:10. Desta solugéo foi retirada uma
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aliguota de 1 mL e transferida para uma camara de Sedgwick-Rafter e foi

realizada a contagem do numero de évulos.

O calculo da concentragdo de évulos na solucédo estoque foi realizado

com o uso da seguinte formula: Ovulos/mL = Nimero de 6vulos contados x 10.

Para atingir a concentracdo de 2000 oOvulos/mL na solucdo estoque,

seguiu-se a férmula descrita abaixo:

1. Do numero de évulos contados subtrai-se 200 para obter o volume (mL)
de agua do mar filtrada a ser adicionado a solucao estoque de 6vulos, de forma

a obter 2000 6vulos/mL.

No caso de o numero de 6vulos contados serem menor que 200, deixar
a solucdo sem agitacdo para que o0s Ovulos decantem. Apds este
procedimento, retirar parte do sobrenadante e realizar nova contagem para

verificar se 0 niumero de évulos esta maior que 200.

Apos o periodo de exposicao dos espermatozéides, a solucao de 6vulos
foi homogeneizada e uma aliquota de 1 mL foi adicionada em todas as réplicas
do ensaio. Em seguida foram aguardados 20 (vinte) minutos a 25+2° C quando
0 ensaio foi encerrado com a adigdo de 0,5 mL de formol tamponado com

bérax.

Para realizacdo da leitura do ensaio com o auxilio de uma camara de
Sedgwick-Rafter, foram contados os 100 (cem) primeiros ovos. Em uma
planilha foram anotados os numeros de oOvulos fertilizados (identificados pela
membrana de fecundacéo) (Figura 7) e de 6vulos nao fertilizados.
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Figura 7 - Ovos de Lytechinus variegatus

Fonte: Cortez (2011)

3.8.2 Ensaio de toxicidade para avaliacao de efeito crénico

Os testes consistiram na exposicao de ovos recem fertilizados de ourigo-
do-mar a diferentes amostras dos canais a serem testadas e/ou amostras
ambientais durante o periodo de desenvolvimento embriolarval, ou seja, de 24h
a 28h para Lytechinus variegatus (ABNT, 2012). As larvas foram divididas em 2
grupos conforme seu aspecto morfologico, para que se possa identificar larvas
normais e anormais. A leitura do ensaio foi realizada através de contagem dos
100 primeiros organismos conforme o estagio de desenvolvimento. As
salinidades das amostras foram corrigidas com sal marinho para que os valores
estivessem equivalentes aos da agua do mar.

No ensaio de toxicidade crénico, pode-se verificar os efeitos da
exposi¢do do organismo em substancias quimicas que ocorrem durante uma
parte significativa (mais de uma fase) do ciclo de vida, avaliando os efeitos
subletais de agentes toxicos no seu desenvolvimento, comportamento e
reproducdo, os estudos para avaliagdo de efeito crbnico normalmente e
empregado nas fases mais sensiveis do ciclo de vida dos organismos-teste, ou
seja, nas fases embrionaria e larval (ADAMS & ROWLAND, 2002).

Nos ensaios de toxicidade crbnica, os resultados podem ser utilizados
para verificar (CENO) a maior concentragdo que nao causa efeito ao

organismo-teste e também para verificar o (CEO) menor concentracdo que



37

causa efeito estatisticamente significativo aos organismos-teste. Estimasse um
valor pontual de toxicidade para determinar a concentracdo do agente toxico
gue causa uma determinada porcentagem de reducéo no desenvolvimento dos

organismos exposto (Cl - concentracdo de inibicdo) (ABNT, 2012).

Através de uma injecao de KCI (cloreto de Potassio) 0,5 mol (Figura 8),
foi induzida a liberacdo dos gametas. Para coleta dos évulos, identificados por
sua coloracdo amarelo-alaranjados, as fémeas foram apoiadas com a
superficie aboral voltada para baixo em um recipiente menor que 0 Seu

diametro, com agua de diluicdo a temperatura do ensaio (Figura 9).

Figura 8 - Aplicacédo de injecdo de solucao KCI 0,5M

Figura 9 - Fémeas de Lytechinus variegatus liberando os 6vulos
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Com a utilizagdo de uma pipeta Pasteur de ponta fina, foi retirada uma
sub-amostra de Ovulos de cada fémea (3 fémeas utilizadas em cada ensaio)

para verificar a viabilidade dos mesmos.

Para utilizacdo nos ensaios, os ovulos devem ser redondos, lisos e de
tamanho homogéneo. Sendo assim, apos a sedimentacdo dos Ovulos nos trés
recipientes. Foi descartado o sobrenadante e as solugdes filtradas em malha
de 350 ym para um mesmo béquer com o objetivo de reter espinhos e fezes
que podem ser liberados juntamente com os gametas. Apés este procedimento
foi acrescentada a solucéo de ovulos, agua de diluicdo elevando o volume para
600 mL.

Os espermatozdides, identificados pela sua cor branca, foram coletados
com auxilio de uma pipeta de ponta fina diretamente dos gonopoéros (Figura 10)
e acondicionados em um béquer seco envolto com gelo (Figura 11), sem que
0s espermatozoides entrassem em contato com agua de diluicdo até o inicio

dos experimentos.

Figura 10 - Coleta de espermatozéide de Lytechinus variegatus
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Figura 11 - Espermatozéides de Lytechinus variegatus acondicionados em um béquer

envolto com gelo

No momento da fecundacéo foi preparada uma solucéo na proporcéo de
0,5 mL de espermatozéide para 25 mL de agua do mar. Esta solucao foi
misturada de modo a proporcionar a dissolucao de possiveis grumos. Em
seguida foi acrescentado 1 mL a 2 mL da solucdo de esperma ao recipiente

contendo os 6vulos e aguardado 10 minutos com leve agitacao.

Apés este periodo, trés sub-amostras de 10 pL da solugédo foram
colocadas na camara de Sedgwick-Rafter para contagem e calculo da
porcentagem de fecundacdo (minimo de 80% de O6vulos fecundados para
utilizacdo no ensaio). O procedimento de contagem dos ovos nas trés sub-
amostras possibilitou a obtencdo da média do niumero de ovos e o célculo do
volume da solugéo a ser adicionado nas concentragdes-teste contendo 300
ovos. Vale ressaltar que o volume adicionado nos recipientes-teste nao

ultrapassou 1% do volume da solugdo teste, critério a ser respeitado.

As amostras de agua dos canais foram salinizadas com a utilizacdo do
sal Pro Coral Red Sea® de maneira a atender a faixa exigida (30 a 37 UPS)
NBR 15350/2012.

Posteriormente os embrides foram colocados em todas as réplicas (4)
das sete amostras coletadas. ApGs o periodo de exposicdo (24 a 28 horas) em
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camara de germinacdo e fotoperiodo com temperatura entre 24+2°C, foi
retirada uma aliquota do controle para verificar se pelo menos 80% das larvas
atingiram o estagio de pluteus (critério de aceitabilidade do ensaio). Sendo
assim, o ensaio foi encerrado adicionando em todas as réplicas 0.5 mL de

formol tamponado com borax.

A leitura do ensaio foi realizada em camara de Sedgwick-Rafter e o
estagio de desenvolvimento (Figura 12), bem como a ocorréncia de anomalias

nos 100 primeiros organismos de cada réplica foram tabulados.

Normal
Anormal

Figura 12 - Desenvolvimento embriolarval de Lytechinus variegatus (10X e 40X)

3.9 Andlise estatistica

Os resultados dos ensaios de toxicidade foram expressos como
média * desvio padrédo (dp). As diferencas estatisticas entre 0s grupos
experimentais com relagéo ao controle foram detectadas com o uso do teste “t”
de Student com bioequivaléncia (R=0,91) (p<0,05). As analises estatisticas dos
ensaios de toxicidade foram realizadas com o uso do software Toxstat 3.5.

Os resultados das andlises fisico-quimicas foram expressos como
média + desvio (dp) padréo para cada canal analisado (n=3). As diferencas
estatisticas quando comparados os canais em periodos de alta e baixa

pluviosidade (AP versus BP) foram detectadas com o uso do teste analise de
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variancia (ANOVA) com teste posteriori de Tukey: *p<0.05; **p<0.01; ***
p<0.001. As andlises estatisticas das analises quimicas foram realizadas com o

uso do software GraphPad Prism® for Windows versao 5.03.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 RESULTADOS DAS ANALISES QUIMICAS E FiSICO-QUIMICAS

4.1.1 Resultados das andlises fisico-quimicas.

Os resultados das andlises quimicas e fisico-quimicas foram
enquadrados considerando os limites estabelecidos para agua doce e salobra
de acordo com a resolucdo CONAMA 357/05, em funcdo da variacédo
encontrada no parametro salinidade nas amostragens realizadas.

Os resultados das analises fisico-quimicas das amostras dos canais
estdo apresentados na tabela 3 para periodo de alta pluviosidade e na tabela 4
para periodo de baixa pluviosidade, onde os valores destacados estdo em

desacordo com os limites estabelecidos pela resolucdo CONAMA 357/05.
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A &gua contém, geralmente, diversos componentes, 0s quais provém do
préprio ambiente natural ou foram introduzidos a partir de atividades humanas
e para caracterizar a agua, sao determinados diversos parametros, 0s quais
representam as suas caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas. Esses
parametros sdo indicadores da qualidade da agua e constituem impurezas
guando alcangcam valores superiores aos estabelecidos para determinado uso.

Um modo de definir critérios ou condicbes a serem atendidos pelos
corpos d’agua, é estabelecer uma classificagdo para as aguas em fungéo dos
seus usos. A legislacao vigente sobre corpos d’agua define para cada uma os
usos a que se destina, 0s requisitos a serem observados e a classificacdo. Os
corpos de agua afluentes das praias de Santos avaliados pela CETESB (2011)
sao enquadrados, segundo o Decreto Estadual n® 10755/77, na Classe 2.

Como indicadores de qualidade das aguas dos canais de drenagem de
Santos foram considerados o0s seguintes parametros fisico-quimicos:
temperatura, salinidade, pH, oxigénio dissolvido (OD), cor, turbidez,
condutividade, surfactantes anidnicos, nitrogénios (amonia, nitrato e nitrito) e
fosfato.

Os resultados obtidos para as varidveis de temperatura, salinidade,
medidas de pH, oxigénio dissolvido (OD), apresentaram valores enquadrados
dentro dos limites da Resolucdo CONAMA 357/2005 em ambos os periodos
(alta e baixa pluviosidade) .

No periodo de alta pluviosidade as andlises de cor, apresentaram
valores inferiores aos estabelecidos pela Resolugio CONAMA 357/2005, no
entanto para periodo de baixa pluviosidade apenas o canal 02 e o canal 07
apresentaram valores abaixo dos limites estabelecidos na mesma resolucéo.

Todos os valores encontrados para turbidez no periodo de alta e baixa
pluviosidade apresentaram valores superiores aos estabelecidos pela
Resolucdo CONAMA 357/2005. A turbidez de uma amostra de agua pode ser
definida como o grau de atenuacéo de intensidade que um feixe de luz sofre ao
atravessa-la, devido a presenca de soélidos em suspensdo, tais como particulas
inorganicas (areia, silte, argila) e de detritos orgéanicos, algas e bactérias,

plancton em geral, etc. Processos como a erosao das margens dos rios em
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estacdes chuvosas, assim como a descarga de diversos efluentes industriais e
esgotos sanitarios podem promover elevacfes na turbidez das aguas. A alta
turbidez promove reducdo na fotossintese de vegetacédo enraizada submersa,
assim como de algas, e esse desenvolvimento reduzido pode, por sua vez,
suprimir a produtividade de peixes. Logo, elevados valores de turbidez podem
influenciar nas comunidades bioldgicas aquaticas. Valores elevados de turbidez
em aguas também podem afetar adversamente o0 uso recreacional das aguas
(CETESB, 2008).

No periodo de baixa pluviosidade, os valores de condutividade das
amostras de todos os canais (exceto canal 07) foram superiores a 100 uS/cm o
que, de acordo com a CETESB (2013), seria um indicativo de ambientes
impactados. Para o periodo de alta pluviosidade, apenas o canal 07 apresentou

valor acima de 100 uS/cm.
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4.1.2 Resultados das analises de surfactantes.

A figura 13 apresenta os resultados obtidos nas analises de surfactantes

nos periodos de alta e baixa pluviosidade (AP e BP).

4.0— D AP FEE
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Figura 13 — Resultados das andlises de Surfactantes anibnicos (expressos como MBAS).
Os valores expressos representam a média + desvio padrdo para cada canal analisado (n=3).
ANOVA com teste posteriori de Tukey: **p<0.01; *** p<0.001, quando comparados os canais
em periodos de alta e baixa pluviosidade (AP versus BP); ns= ndo significativo. As linhas
tracejadas significam os valores méaximos estabelecidos pela resolugcdo CONAMA 357/05 para
0s parametros relacionados em cada uma das classes de enquadramento, sendo a linha
tracejada verde para aguas doces de classe 2 e linha tracejada vermelho para aguas salobras

de classe 2.

Os resultados obtidos a partir das andlises de surfactantes anionicos
apresentaram variacdo estatisticamente significativa entre os periodos de baixa
e alta pluviosidade (AP vs. BP). Com excecdo do canal 01 (valor abaixo do
limite de quantificacdo da metodologia), todos os outros canais apresentaram
resultados que superaram os valores maximos admissiveis pela Resolugéo
CONAMA 357/2005. Os canais 01, 06 e 07 apresentaram maiores diferencas
de concentracéo entre os periodos de alta e baixa pluviosidade.
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De acordo com a CETESB (2013), os esgotos sanitarios possuem de
3 a 6 mg/L de surfactantes, portanto estes compostos podem ser um indicativo
de poluicdo por esgotos domeésticos. As concentracfes mais elevadas de
surfactantes foram encontradas nos canais 06 e 07 com valores de 3,23 mg/L e
3,03 mg/L, respectivamente. Vale ressaltar que os surfactantes formam um
grupo de produtos quimicos com alta relevancia ambiental, devido a
combinacdo de suas propriedades inerentes e 0 seu grande volume de

producao.

Dentre o0s principais problemas ambientais causados pelo uso
indiscriminado dos surfactantes, podemos citar: a formagdo de espumas, que
causam poluicdo visual e inibem processos de depuracdo dos corpos
receptores e nas ETEs, além de concentrarem e disseminarem impurezas,
bactérias e virus; a diminuicdo das trocas gasosas entre a atmosfera e a
superficie da 4gua pela formacdo de uma pelicula isolante na superficie da
agua, o aumento do conteudo de fosfatos no meio aquatico, pela utilizacdo de
polifosfatos em combinacdo com os surfactantes, favorecendo a eutrofizacéo; e
finalmente a elevada toxicidade a organismos aquaticos presentes nos corpos
hidricos receptores. Estudos tém demonstrado que a presenca de surfactantes
pode causar distirbios ecoldgicos, afetando organismos aquaticos, inclusive
peixes (ROMANELLI, 2004).

Devido a sua natureza quimica anfifilica, os surfactantes podem interagir
com os principais componentes da membrana celular, como as proteinas e os
lipideos, e deste modo desestruturando os sistemas de membranas e
enfraquecendo as estruturas de protecdo dos organismos. Outros mecanismos
de acdo toxica dos surfactantes em sistemas biolégicos incluem: alteracdes na
fosforilacdo oxidativa e alteracdes estruturais em mitocondrias; alteracfes na
permeabilidade da membrana ao ion potassio e inibicdo da sintese de DNA,

ambos descritos em estudos com leveduras (ROMANELLI, 2004).

Os surfactantes sao tipicamente lancados no ambiente através de
sistemas de tratamento ou diretamente, em situa¢des na qual ndo ha sistemas
de tratamento disponiveis (BERNA et al., 2007). Considerando que o0s

detergentes ou surfactantes sdo compostos que podem ocorrer em grandes
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quantidades no esgoto (FIELD et al., 1995; MARCOMINI et al, 1987), os
resultados obtidos no presente estudo evidenciam uma contaminagcao por
esgoto domiciliar nos canais de drenagem urbana estudados, podendo causar

sérios disturbios ecologicos, afetando organismos aquaticos.

4.1.3 Resultados das analises de Nitrogénio Amoniacal.

A figura 14 apresenta os resultados obtidos nas analises de Nitrogénio

Amoniacal nos periodos de alta e de baixa pluviosidade (AP vs. BP).
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Figura 14 - Resultados das analises de nitrogénio amoniacal (N-NHs3). Os valores
expressos representam a média + desvio padréo para cada canal analisado (n=3). ANOVA com
teste posteriori de Tukey: * p<0.05; *** p<0.001, quando comparados 0s canais em periodos de
alta e baixa pluviosidade (AP versus BP); ns= ndo significativo. As linhas tracejadas significam
os valores maximos estabelecidos pela resolucdo CONAMA 357/05 para os parametros

relacionados em cada uma das classes de enquadramento, sendo a linha tracejada verde para
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pH < 7,5 e linha tracejada azul para 7,5 > pH < 8,0, ambos para aguas doces de classe 2 e

linha tracejada vermelho para aguas salobras de classe 2.

Os resultados de Nitrogénio Amoniacal total para o periodo de alta
pluviosidade ficaram abaixo do limite de 2,0 mg/L, valor de referéncia adotado
para os canais 01-06 (aguas doces). J& as amostras de agua do canal 07 deste
mesmo periodo (AP) apresentaram valores acima de 0,7 mg/L, limite
estabelecido pela Resolucdo CONAMA 357/2005 para aguas salobras. Os
resultados das andlises das amostras em periodo de baixa pluviosidade
encontravam-se acima dos limites aceitdveis pela mesma resolucdo
(considerando a classificacdo das aguas e o pH das amostras).

Os canais 02 e 03 foram o0s que apresentaram maior diferenca
significativa entre os periodos de alta e baixa pluviosidade enquanto o canal 04
nao apresentou diferenca significativa entre os periodos.

As fontes de nitrogénio nas aguas sdo diversas. Os esgotos sanitarios
representam uma das fontes mais importantes, lancando nas &guas o
nitrogénio sob a forma de nitrogénio organico devido a presenca de proteinas
e, também sob a forma de nitrogénio amoniacal, pela hidrélise da uréia na
agua. Pela legislacéo federal em vigor, o nitrogénio amoniacal é considerado
padrdo de emissao de esgotos. A ambnia € um agente tdxico bastante restritivo
a vida de organismos aquaticos como 0s peixes, sendo que muitas espécies
nao suportam concentracdes acima de 5 mg/L. A amdnia também promove um
consumo de oxigénio dissolvido das aguas naturais ao ser oxidada
biologicamente. Por estes motivos, a concentra¢do de nitrogénio amoniacal é
normalmente utilizado na constituicdo de indices de qualidade das aguas
(CETESB, 2008).

No estudo realizado por Braga (2000), foi relatado como possiveis fontes
da amonia encontrada no interior dos canais de Santos, a decomposicédo de
matéria orgénica, provenientes da introducdo clandestina de esgoto. A
concentracdo detectada no canal 02 em BP (10,5 mg/L) foi a maior dentre
todos os canais estudados. Este fato poderia estar relacionado a uma maior
ocorréncia de ligacbes clandestinas devido a esta regido ser uma das mais

antigas da cidade.
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4.1.4 Resultados das analises de Nitrito.

A figura 15 apresenta os resultados obtidos nas analises de Nitrito nos
periodos de AP e BP.
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Figura 15 — Resultados das anélises de nitrogénio-nitrito (N-NO;™). Os valores expressos
representam a média + desvio padrdo para cada canal analisado (n=3). ANOVA com teste
posteriori de Tukey: *** p<0.001, quando comparados 0s canais em periodos de alta e baixa
pluviosidade (AP versus BP); ns= néo significativo. As linhas tracejadas significam os valores
maximos estabelecidos pela resolugdo CONAMA 357/05 para os parametros relacionados em
cada uma das classes de enquadramento, sendo a linha tracejada verde para aguas doces de

classe 2 e linha tracejada vermelho para aguas salobras de classe 2.
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A Resolugdo CONAMA 357/2005 estabelece valor maximo de nitrito de
1,0 mg/L para agua doce e de 0,2 mg/L para agua salobra. Os resultados dos
canais ficaram dentro destes limites, com excec¢ao do canal 07 que ficou acima

nos dois periodos (AP e BP).

4.1.5 Resultados das analises de Nitrato.

A figura 16 apresenta os resultados obtidos nas analises de Nitrato nos
periodos de AP e BP.
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Figura 16 — Resultados das analises de nitrogénio-nitrato (N-NOgs). Os valores expressos
representam a média + desvio padrao para cada canal analisado (n=3). ANOVA com teste
posteriori de Tukey: *** p<0.001, quando comparados os canais em periodos de alta e baixa

pluviosidade (AP versus BP); ns= néo significativo. As linhas tracejadas significam os valores
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maximos estabelecidos pela resolugdo CONAMA 357/05 para os parametros relacionados em
cada uma das classes de enquadramento, sendo a linha tracejada verde para aguas doces de
classe 2 e linha tracejada vermelho para aguas salobras de classe 2.

A Resolucdo CONAMA 357/2005 estabelece valor maximo de nitrato de
10,0 mg/L para &gua doce e de 0,7 mg/L para agua salobra. Os resultados das
analises ficaram dentro destes limites, com excec¢ao o canal 04 que ficou acima
(0,83 mg/L) no periodo de AP.

Os resultados de nitrato apresentaram maiores concentragdes no
periodo de alta pluviosidade em relacdo ao periodo de baixa pluviosidade.
Estes resultados podem estar possivelmente associados com uma maior taxa
oxidacdo do nitrito, uma vez que as concentracdes de oxigénio dissolvido na
agua foram maiores nesse periodo, o que pode estar relacionado ao maior
aporte de aguas pluviais nos canais provenientes das chuvas torrenciais
caracteristicas do periodo coletado. Vale ressaltar que a molécula nitrogénio-
nitrato, € a principal forma de nitrogénio configurado encontrado nas aguas.
Além disso, é a fase oxidada no ciclo do nitrogénio e é geralmente encontrada
em concentra¢cdes maiores nos estagios finais da oxidacgao bioldgica. (PIVELI &
KATO, 2005)

No canal 07 ndo foram detectadas concentragdes de nitrato no periodo
de AP, o que pode estar relacionado com a mistura da agua do mar adentrando
pelo canal, devido a auséncia da comporta de separacao, que pode ocasionar

maior diluicao.



54

4.1.6 Resultados das analises de Fosfato.

A figura 17 apresenta os resultados obtidos nas andlises de Fosfato nos
periodos de AP e BP.
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Figura 17 — Resultados das anélises de Fosfato. Os valores expressos representam a média

+ desvio padrdo para cada canal analisado (n=3). ANOVA com teste posteriori de Tukey: ***
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p<0.001, quando comparados os canais em periodos de alta e baixa pluviosidade (AP versus

BP); ns= néo significativo.

As andlises de fosfatos no periodo de BP apresentaram valores
significativamente acima dos encontrados no periodo de AP, sendo que o canal
06 apresentou maior concentracdo (20,07 mg/L). Comportamentos
semelhantes puderam ser observados para os resultados das andlises de
surfactantes (figura 13), pois esses compostos muitas vezes contem em sua
formulacéo o fosfato, que € um poluente em potencial. A presenca de fosfatos
no meio marinho € natural, mas recebe um grande incremento devido a
existéncia de detergentes de uso domeéstico.

Os resultados das analises no periodo de BP demonstraram que, quanto
maiores sdo os valores de fosfato, menores s&o os valores de oxigénio
dissolvido (tabela 4). Essa relacdo pode ser explicada devido ao fato de que
altas concentracdes de fosfatos, nitrogénio amoniacal, nitrito e nitrato, podem
promover processo de eutrofizacdo, consequentemente diminuindo o teor de

oxigénio dissolvido na agua.

4.2 RESULTADOS DAS ANALISES MICROBIOLOGICAS

4.2.1 Resultados das analises de E. coli.

A figura 18 apresenta os resultados obtidos nas analises de E. coli. nos
periodos de AP e BP.

[ AP
18P
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Figura 18 — Resultados das analises de Escherichia coli. Os valores expressos
representam a média * desvio padrdo para cada canal analisado (n=3). ANOVA com teste
posteriori de Tukey: *** p<0.001, quando comparados os canais em periodos de alta e baixa
pluviosidade (AP versus BP). A linha tracejada significa o valor maximo estabelecido pela
resolucdo CONAMA 274/00 para os parametros relacionados em cada uma das classes de

enquadramento, sendo a linha tracejada vermelha referéncia de 0,2x10* UFC/100mL.

As amostras coletadas nos dois periodos (AP e BP) apresentaram
valores de E. coli acima do limite de 2000 UFC/mL, sendo estas aguas
consideradas improéprias para o exercicio da recreacdo de contato primario de
acordo com limites estabelecidos pela resolugio CONAMA 274/2000. A
Escherichia coli, bactéria pertencente ao grupo dos coliformes, € abundante em
fezes humanas e de animais, tendo somente sido encontrada em esgotos,
efluentes, aguas naturais e solos que tenham recebido contaminacédo fecal
recente. Os resultados obtidos no periodo de BP, apresentaram diferencas

estatisticamente significativas, com valores mais elevados em relacdo ao
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periodo de AP, o que pode estar relacionado com a falta de chuva e
consequente menor diluicdo do possivel despejo do esgoto clandestino nos
canais. O canal 04 apresentou 0 maior numero de colbnias
(5733 x 10* UFC/100 mL) para o periodo de BP.

4.2.2 Resultados das andlises de Coliformes Totais.

A figura 19 apresenta os resultados obtidos nas analises de Coliformes Totais

nos periodos de AP e BP. ] AP
—I iﬁl _I *%k% |:| BP

1 {E— {E_ -] Bl kK ::i
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Figura 19 - Resultados das analises de coliformes totais. Os valores expressos
representam a média + desvio padrdo para cada canal analisado (n=3). ANOVA com teste
posteriori de Tukey: *** p<0.001, quando comparados o0s canais em periodos de alta e baixa
pluviosidade (AP versus BP). A linha tracejada significa o valor maximo estabelecido pela
resolucdo CONAMA 274/00 para os parametros relacionados em cada uma das classes de

enquadramento, sendo a linha tracejada vermelha referéncia de 0,25x10*UFC por 100 mililitros.

De maneira similar aos resultados obtidos para as analises de E. coli, os

resultados das analises de coliformes totais apresentaram diferenca
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estatisticamente significativa para todas as amostras dos canais no periodo de
AP e BP.

Os dados obtidos nas duas campanhas possuem uma relacdo com 0s
dados do monitoramento da balneabilidade realizado nas praias de Santos
semanalmente pela CETESB (2013), uma vez que ha mesma semana apos as
amostragens do presente estudo, foi observado um comprometimento da
qualidade sanitaria das praias.

O canal 03 foi o que apresentou maior valor para o periodo de AP, este
fato pode estar relacionado com a localizacdo do canal 03. Este bairro,
Gonzaga, € um dos mais movimentados e freqientados de Santos com muitos
bares e hotéis, além disso € o bairro mais procurado pelos turistas
principalmente no verdo (periodo de AP) onde a populacéo flutuante aumenta
significativamente.

Os resultados de coliformes observados no periodo de AP, corroboram
com os dados pretéritos do monitoramento anual realizado pela CETESB, os
quais apresentaram valores acima dos limites estabelecidos pelo CONAMA
274/00 CETESB (2012).

A partir dos resultados obtidos para as analises microbiolégicas
(coliformes totais e E. coli), pode-se observar a presenca de contaminacéo de
origem fecal, podendo representar um sério problema de saude publica
mediante contato direto com estas aguas, com a abertura do sistema de

comportas.

4.3 RESULTADOS DOS ENSAIOS DE TOXICIDADE
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4.3.1 Resultados dos ensaios de toxicidade aguda

A figura 20 apresenta os resultados obtidos nos ensaios para avaliacédo

de efeito agudo (taxa de fertilizacdo dos Ovulos de Lytechinus variegatus) nos
periodos de AP e BP.

Taxa de fertilizagcao (%
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90 []18BP %
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40+
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Figura 20 — Valores médios da toxicidade aguda das amostras dos canais no nataxade

fertilizacdo dos Ovulos de L. variegatus.

* - Diferenca significativa em relagdo ao controle de agua.
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A presenca de multiplos compostos toxicos numa mistura pode modificar
seletivamente a composicdo da comunidade biolégica a qual estd sendo
exposta a estas substancias, sendo que as espécies diferem na sua tolerancia
pela mesma substancia téxica, mas em um determinado nivel, a maioria das
substancias toxicas destroi qualquer forma de vida. A poluicdo de &guas
superficiais raramente advém da ac¢do de um Unico composto quimico em uma
Gnica espécie. Os organismos aquaticos sdo normalmente expostos
simultaneamente a numerosas substancias, que podem interagir de forma
antagobnica, sinérgica e aditiva. Deste modo, a execucdo de ensaios de
toxicidade em organismos-testes, através de ensaios padronizados, possibilita
o estudo do efeito das interacdes entre diferentes compostos de uma amostra,
0S quais ndo sdo medidos em analises quimicas ambientais rotineiras
(ROMANELLI, 2004).

Os organismos-teste empregados para a avaliacdo da toxicidade
aquatica no presente estudo foi o Lytechinus variegatus (ourico-do-mar),
organismo-teste para ambiente marinho, selecionado considerando o corpo
receptor para estas aguas.

Nos ensaios de toxicidade para avaliacdo de efeito agudo das amostras,
0s canais 04, 05 e 06 para periodos de AP e, todos os canais para o periodo
de BP apresentaram diferenca estatistica significativa com relacédo ao controle,
sendo entdo caracterizados como téxico para organismos de ambiente
aquatico.

A ocorréncia da toxicidade ja € motivo de preocupacao e, corroborando
com a hipbtese de que os canais apresentam contaminacdo por esgoto, ao
menos sazonalmente, as 4guas dos canais sao fontes potenciais de poluicdo
das praias (AMBROZEVICIUS & ABESSA, 2008).

De maneira geral o periodo de AP apresentou menor toxicidade aguda
quando relacionado ao periodo de BP. Estes resultados podem estar
relacionados a uma possivel diluicdo das aguas dos canais, uma vez que
choveu 34,4 mm no dia anterior a coleta para o periodo AP. Estudos indicam
gue a toxicidade aguda € mais provavel em periodos de pouca chuva,
sugerindo a ocorréncia da concentracdo de contaminantes no canal, e que a
diluicdo em episodios de AP pode ser suficiente para minimizar os efeitos
agudos dos possiveis contaminantes (AMBROZEVICIUS, 2010).
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4.3.2 Resultados dos ensaios de toxicidade crénica

A figura 21 apresenta os resultados obtidos nos ensaios para avaliacédo

de efeito crbnico (inibicdo do desenvolvimento embriolarval de Lytechinus

variegatus) nos periodos de AP e BP.
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Figura 21 — Valores médio de Toxicidade crénica das amostras dos canais no

desenvolvimento embriolarval de L. variegatus.

* - Diferencga significativa em relacéo ao controle de agua.

Os resultados dos ensaios de toxicidade cronica demonstraram efeitos

significativos (p< 0,05) em todos os pontos amostrados, sendo caracterizados

como toxicos. Segundo Ambrozevicius (2010) os canais seriam enquadrados,

de acordo com 0sS seus usos prioritarios, na classe 2 de Aguas Doces e

também conforme o Decreto Estadual n°10755/77, esta classificacdo restringe

a ocorréncia de efeito cronico, entretanto, pode-se afirmar que, de acordo com

0s resultados ecotoxicologicos do presente estudo, 0s canais estdo em
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desacordo com a legislacao vigente. Esta situacao foi observada em trabalhos
pretéritos (AMBROZEVICIUS & ABESSA, 2008).

5. CONCLUSOES

No presente estudo analisou-se a qualidade das aguas dos canais de
drenagem urbana de Santos (Sao Paulo, Brasil), através da analise de
parametros quimicos, fisico-quimicos, microbioldgicos e ecotoxicoldgicos, para
os 07 canais e, em periodo de alta e de baixa pluviosidade.

A maioria dos resultados obtidos para as analises de turbidez,
surfactantes, aménia, e 0s ensaios microbiolégicos e ecotoxicologicos
demonstraram estar em desacordo com o0s limites preconizados pelas
legislacbes CONAMA vigentes, em ambas as condi¢des de pluviosidade (AP e
BP).

No entanto, as analises quimicas e microbiolégicas das amostras
coletadas em periodo de alta pluviosidade apresentaram resultados inferiores
quando relacionados ao periodo de baixa pluviosidade. Estes resultados
podem estar relacionados a uma possivel diluicdo das aguas dos canais em
periodos de alta pluviosidade, sugerindo uma ocorréncia de maior
concentracdo de contaminantes no canal em periodos de baixa pluviosidade,
refletindo também nas diferencas observadas para os ensaios de toxicidade
aguda nos dois periodos.

Mesmo com o propdésito de drenagem superficial mediante a construcao
dos canais de Santos, os resultados obtidos no presente estudo indicam a
presenca de ligacdes de esgoto clandestino aos canais, podendo afetar de

forma significativa a qualidade ambiental das praias de Santos.

6. CONSIDERACOES FINAIS

Algumas acles prioritarias devem ser tomadas, tais como trabalhos
especificos para identificar e sanar as possiveis ligacbes clandestinas de

esgoto aos canais de drenagem urbana de Santos.
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8. ANEXO

ANEXO A - Solugdo “Agua de Diluicdo” para os ensaios microbiolégicos

Fonte: CETESB, 2007

I. Férmula

S0lUGA0-eStOqUE A —---mmmm e e oo e 1,25mL

Solucao-estoque B =---=-===s=mmmmeme e e e e e e e e 5mL
Agua destilada e 1000mL

pH final apos esterilizacao: 7,2 +0,2
Il. Preparo
1. Preparar a Solugao-estoque A com a seguinte cComposi¢ao:

Dihidrogeno fosfato de potassio (KH2PO4).------=---mmmmmmmmo oo 34,09

Agua destilada L LR 1000mL

Preparo: Dissolver dihidrogeno fosfato de potassio em 500mL de agua
destilada, ajustar o pH para 7,2 +0,5 com solucédo de hidroxido de sédio 1N e
completar o volume para 1 litro com &gua destilada. Distribuir volumes
adequados a necessidade de uso do laboratério em frascos com tampa de
rosca. Esterilizar em autoclave a 121°C, durante 15 minutos. Armazenar em
geladeira, durante no maximo 2 meses.

2. Preparar a Solucao-estoque B com a seguinte composicao:

Cloreto de magnésio hexaidratado (MgCl2.6H20)-----------=--=----- 81,1g

Agua destilada (.5.p.-==========mmmmmmmmmm e 1000mL

Preparo: Dissolver o cloreto de magnésio em 500mL de agua destilada e
completar o volume para 1000mL com agua destilada. Distribuir volumes
adequados a necessidade do laboratério em frasco com tampa de rosca.
Esterilizar em autoclave a 121°C, durante 15 minutos. Armazenar em geladeira,
durante no maximo 2 meses.

3. Preparar a solucao de trabalho de acordo com a férmula do item I, distribuir
em frascos com os volumes adequados para os procedimentos do ensaio e
esterilizar em autoclave a 121°C, durante 15 minutos.



