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RESUMO

A contaminacdo do solo é uma das fontes pela qual os contaminantes s&o
escoados para 0s ecossistemas aquaticos, afetando a qualidade dos sedimentos. Neste
compartimento alguns compostos séo capazes de bioacumular e interferir nos fluxos de
energia e de nutrientes da cadeia biologica, gerando efeitos agudos, crénicos e
genotdxicos para as comunidades que vivem ou entram em contato com este local. A
regido de estudo esté localizada em &rea as margens do rio Taquari, no municipio de
Triunfo, RS, proxima a um sitio com solo contaminado por preservantes de madeira,
com passivo ambiental identificado (creosoto, pentaclorofenol e a hidrossal CCA). Esta
area foi submetida a primeira fase do processo de intervencdo para retirada das
principais fontes ativas. Em estudos anteriores foi definido o provavel escoamento de
contaminantes para o rio a partir do solo contaminado. Para avaliar a qualidade dos
sedimentos, nas diferentes fases de intervencdo da area, foi utilizado o ensaio
Salmonella/microssoma, para avaliar mutagénese, além da dosagem de HPAs nos
extratos orgénicos de sedimentos. Foram testados quatro areas de coleta, identificadas
pela distancia em Km a partir da foz, abrangendo local a montante do sitio, Ta032, em
frente, Ta010, e a jusante, Ta006 e Ta004. As coletas foram nas fases, antes (inverno e
verdo), durante (verdo) e ap0s (verdo) o processo de intervencdo. A mutagénese foi
avaliada através de linhagens que medem erro no quadro de leitura (TA98 e Ta97a) e
substituicdo de pares de bases (TAL100), na presenca e auséncia de S9mix (xS9) em
extratos de compostos moderadamente polares de sedimento. Os resultados indicaram
presenca de pro-mutagenos em todas as amostragens na area Ta010, sendo mais elevada
na anterior a intervencdo (verdo) para TA100+S9 (1672 rev/g) decrescendo durante e
apos este processo. Foram também observados valores constantes de HPAs totais e

presenca das especies com potencial cancerigeno nos diferentes periodos avaliados. O



local Ta006, apos a intervencdo, foi o que mostrou mutagénese mais alta (764 rev/g),
sendo que as espécies consideradas cancerigenas foram detectadas em maiores
concentragOes, em especial o benzo(b+Kk) fluoranteno, que também esteve elevado, neste
periodo, em Ta004. Presenca de mutagénese e HPAs em arroio interno ao sitio, a
montante de Ta010, marcaram uma das rotas de dispersdo dos contaminantes. A
presenca de contaminacdo em frente ao sitio, apos a intervencéo, pode estar relacionada
com a técnica escolhida para retirada das fontes ativas, contribuindo na presenca de

contaminantes a jusante deste rio, Ta006 e Ta004.

Palavras-chave: Salmonella/microssoma; preservantes de madeira; escoamento de

compostos genotoxicos, HPAs, remediacéo, intervencgéo.



ABSTRACT

Soil contamination is one fo the sources of contaminant runoff into acquatic
system, affecting sediment quality. In this compartment some compounds can
bioaccumulate and interfere in the energy and nutrient flux of the biological chain with
acute, chronic and genotoxic effects on the communities who live there or have contact
with this place. The region studied is located on the area on the banks of Taquari river,
in the municipality of Triunfo, RS, close to a site with soil contaminated by wood
preservatives and identified environmental liabilities (creosote, pentachlorophenol and
hydrosalt CCA). This area was submitted to the first stage of the intervention process to
remove the main active sources. Previous studies defined the probable runoff of
contaminants into river from contaminated soil. In order to evaluate the sediment
quality in the different phases of intervention in the area, the Salmonella/microsome
assay was used to evaluate mutagenesis, besides the dosage of PAHSs in the sediment
organic extracts. Four collection areas were tested, identified by the distance in km from
the mouth, covering a location upstream from the site, Ta032, in front, Ta010, and
downstream, Ta006 and 004. The collections were performed in the phases, before
(winter and summer), during (summer) and after (Ssummer) the intervention process.
Mutagenesis was evaluated using frameshift (TA98 and Ta97a) and base pair
substitution (TA100) strains in the presence and absence of S9mix (xS9), in extracts of
moderately polar sediment compounds. The results indicate the presence of pro-
mutagens in all samplings in the Ta010 area, and it is higher before the intervention
(summer) for TA100+S9 (1672 rev/g) decreasing during and after this process. Constant
values of total PAHs and presence of species with a carcinogenic potential were also
observed in the different periods evaluated. Site Ta006, after intervention, showed the

highest mutagenesis (764 rev/g), and the species considered carcinogenic were detected



at higher concentrations, especially benzo(b+k) fluoranthene, which was also high
during this period at Ta004. The presence of mutagenesis and PAHSs in a stream inside
the site, upstream from Ta010 marks one of the contaminant dispersion routes. The
presence of contamination in front of the site after intervention may be related to the
technique chosen to remove the active sources, contributing to the presence of

contaminants downstream of this river, Ta006 and Ta004.

Key words: Salmonella/microssome; Wood preservatives; runoff of genotoxic

compounds, PAHSs, remediation, intervention.
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1. INTRODUCAO

1.1.  Ecossistemas aquaticos

A qualidade dos ecossistemas aquaticos tem sido alterada em diferentes escalas
nos ultimos séculos. Este fator esta diretamente associado as atividades antropicas que
dependem do uso desses recursos hidricos, acarretando em degradacdo ambiental
significativa através de lancamentos de contaminantes que podem comprometer a
diversidade bioldgica e a qualidade desses ecossistemas (Soldan & Bodurova, 2013).

A poluicdo dos ambientes aquaticos tem se tornado uma preocupagdo mundial,
sendo suas consequéncias mais evidentes: a escassez de fontes limpas para
abastecimento e a mortandade dos organismos. As principais fontes de contaminacédo
sdo atribuidas aos residuos industriais, agricolas, comerciais e domésticos (Houk, 1992;
Claxton et al., 1998), ou mesmo a partir de solos contaminados (Costa et al., 2012).
Muitos efluentes sdo extremamente complexos, do ponto de vista fisico e quimico, e séo
fontes de grande diversidade de poluentes para o ambiente aquatico (Zagatto &
Betolleti, 2008). Alguns estudos estimam que cerca de cem mil produtos quimicos estdo
em uso diario, sendo que muitos desses sdo desconhecidos e podem apresentar
propriedades genotdxicas (Holt, 2000; Ohe et al., 2004).

Os contaminantes sdo influenciados pelas caracteristicas naturais dos locais, e
podem ser transportados, transformados e/ou bioacumulados (Chen & White, 2004; Ohe
et al., 2004; Perelo, 2010). Alguns poluentes persistem no ambiente, associados ao
sedimento, podendo muitas vezes ter acdo mutagénica. Uma vez presentes neste
compartimento, as substancias se depositam por longo tempo, tornando-se mais
concentradas do que aquelas em meio liquido, gerando efeitos agudos, crénicos e
mutagénicos em comunidades que vivem ou entram em contato com o sedimento

(Boldrini et al., 1990; Mozeto, 2004). Segundo Jha (2004) o acumulo de mutacGes



hereditarias em um organismo, contribui com a redugdo da diversidade genética da
fauna e flora presente no local contaminado. Pollack et al. (2003) reforcam que
compostos quimicos ndo oferecem apenas riscos a bidtica aquéatica, mas também afetam
a satde humana.

Os sedimentos sdo formados por particulas de grande variedade de tamanho,
formas geométricas e composicao quimica. Estas sdo transportadas pela 4gua, ar ou gelo
e, posteriormente, depositadas nos rios, lagos, represas, areas alagaveis e oceanos
(Mozeto, 2004). Além dessas origens, 0s sedimentos contém materiais precipitados por
um grande nimero de processos quimicos e bioldgicos, sendo que a proporcdo de
particulas autdctones e aldctones varia muito entre diferentes ambientes.

Diversos estudos tém sido realizados com amostras de sedimento visando
comprovar a presenca de agentes mutagénicos em ambientes aquéaticos. A extensa
revisao da literatura descrita por Chen & White (2004) destaca 85 estudos em diversos
locais do mundo que mostram a preocupacdo com exposi¢cdo de organismos aquaticos e
salde humana aos compostos mutagénicos presentes nos sedimentos. Neste sentido, 0s
autores apontam que, embora a exposicdo do homem a sedimentos mutagénicos seja
restrita, a remobilizacdo de contaminantes para a agua e a possibilidade do consumo de
biota aquatica contaminada pela bioacumulagdo desses produtos, podem contribuir com
0 desenvolvimento de cancer.

Nas Ultimas décadas foram realizados trabalhos sobre os efeitos de
contaminantes a organismos aquaticos. Estes resultaram no estabelecimento de critérios
da qualidade da agua, utilizados para a protecdo da vida aquatica em Vvarios paises,
como, por exemplo, Canad4, Franca e Estados Unidos (Environment Canada, 1971;
France, 1983; USEPA, 1991). No Brasil algumas regulamentacGes que limitam os

parametros de qualidade da agua tém sido promulgadas, dentre elas, a resolugdo n°357



(Brasil, 2005), que dispde sobre a classificacdo dos corpos de agua e diretrizes
ambientais para 0 seu enquadramento, bem como estabelece as condic¢bes e padrdes de
lancamento de efluentes entre outras providéncias. No Rio Grande do Sul, a Resolucéo
CONSEMA n° 129 complementa os parametros de avaliacdo quimica de efluentes e
dispBe sobre critérios e padrbes de emissdo para toxicidade de efluentes liquidos
lancados em &guas superficiais no Estado (Rio Grande do Sul, 2006).

Programas de monitoramento ambiental adotam informac6es para a avaliacdo da
qualidade dos sedimentos (Mozeto et al., 2006). O critério utilizado pela CETESB
(CETESB, 2004) representado em fungdo das concentragdes de contaminantes, com
vistas a protecdo da vida aquética, foi baseado em valores guia, estabelecidos pelo
Conselho Canadense de Ministros do Meio Ambiente (CCME, 2002) para arsénio,
metais pesados e compostos organicos. Os mesmos valores guia foram adotados pela
resolucdo CONAMA 344/04 (Brasil, 2004) que estabelecem diretrizes e procedimentos
minimos para a avaliacdo de material dragado. Neste guia sdo informados os valores do
ISQG (Interim Sediment Quality Guidelines) que representa o valor orientador de
referéncia de qualidade de sedimentos, também designado TEL (Threshold Effect
Level), concentracdo abaixo da qual raramente sdo esperados efeitos adversos para 0s
organismos, e pelo valor do PEL (Probable Effect Level), que representa a concentragdo
acima da qual é frequentemente esperado efeito deletério sobre a biota. Na faixa entre
TEL e PEL, situam-se os valores onde ocasionalmente espera-se tais efeitos (CCME,
2002; CETESB, 2006).

1.2.  Contaminacéo de solo

O solo € um compartimento altamente dindmico composto por agregados nédo
consolidados de minerais e matéria organica, produzidos pela complexa combinacéo de

processos fisicos, quimicos e bioldgicos (White & Claxton, 2004). Considerado a base



do ecossistema terrestre, o solo contribui com inumeras fungdes ecoldgicas, entre elas: o
controle de infiltracdo, percolacdo e a retengdo da agua, participacdo de trocas gasosas e
a dindmica dos nutrientes minerais e da matéria organica do solo, e fornece habitats para
a fauna residente (Yu et al., 2013; Bottinelli et al., 2015). Estas propriedades sé&o
altamente dindmicas (Kay, 1990) sujeitas a serem influenciadas por inUmeras variaveis
ambientais, dentre elas é possivel destacar a topografia e clima, atividades antropica e
bioldgicas (Dexter, 1988; Kay, 1990). Como conseqiiéncia da industrializacdo e da
producdo industrial, grandes quantidades de residuos tdxicos sdo gerados e despejados
nos solos, sendo muitas vezes devido a falta de um local apropriado (Singh et al., 2006).
Informacgdes inadequadas sobre a toxicidade dos residuos, mau planejamento e méa
gestdo dos locais de descarte tem ocasionado graves problemas de contaminagédo (White
& Claxton, 2004).

As caracteristicas dos solos influenciam nas respostas de toxicidade e na rota dos
contaminantes presentes, tornando este uma importante via de exposi¢do (Sedman,
1989). Como exemplo, as particulas finas de argila possuem carga negativa capazes de
reter ions carregados positivamente de metais toxicos, tais como zinco, cobre, aluminio,
cromo, arsénio, niquel e cddmio. Além disso, o estado de oxidacdo de um determinado
tipo de solo pode modificar drasticamente a toxicidade de metais, tais como aluminio e
arsénio. Poluentes organicos com solubilidade limitada na agua (por exemplo,
hidrocarbonetos aromaticos, pesticidas clorados, etc.) sdo normalmente sorvidos na
matéria orgénica e particulas de argila do solo. Estes contaminantes no solo, de uma
maneira geral, ndo apresentam deslocamento continuo, como ocorre na circulacdo
atmosférica e na dgua superficial. Tendem a ficar mais estaveis no local, permanecendo
um tempo maior e em concentracGes mais elevadas nas particulas do solo (Masood &

Malik, 2013), agindo como um filtro ambiental. Porém, essa capacidade é limitada,



porque o solo também pode funcionar como fonte, rota e receptor de contaminantes
(Lemos et al., 2009), caracteristicas estas que estdo diretamente relacionadas as suas
propriedades fisicas, dos produtos quimicos presentes e suas concentracdes (Bone et al.,
2010; CETESB, 2011).

Entre os principais contaminantes com propriedades toxicas e genotdxicas do
solo estdo 0s compostos organicos, em especial o grupo de hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPAs), além deos metais pesados (Da Silva Junior & Vargas, 2009). Nos
ultimos anos esta poluicdo do solo tem aumentado devido as emissdes atmosféricas
continuas de compostos provenientes principalmente de fontes industriais, e veiculares
(White & Claxton, 2004). Tal contaminagdo pode ser resultado de atividades
intencionais ou acidentais, através da aplicacdo de agroquimicos em cultivos, de
préticas de irrigacdo com &guas contaminadas, da deposicdo de residuos em areas
especificas (aterros, lagoas de tratamento, eliminacdo de residuos, entre outros), do
descarte indiscriminado de materiais e de vazamentos/derrames durante a producao,
transporte ou armazenamento de materiais industriais como 6leos e solventes (White &
Claxton, 2004; Rodrigues et al., 2009).

A presenca de agentes genotdxicos no solo pode ter efeito sobre a satde humana
através da inalacdo de poeira, ingestdo de plantas que absorvem os compostos do solo,
bem como pela drenagem destes até aguas subterraneas e superficiais, que séo utilizadas
para abastecimento, recreacdo, pesca, agricultura, entre outras atividades (Monarca et
al., 2002; Lah et al., 2008; Da Silva Junior & Vargas, 2009).

Com a necessidade de prevencdo da contaminacdo de solos, leis foram criadas
pelos orgdos publicos para estabelecer uma gestdo eficaz sobre este compartimento. No
Brasil, por exemplo, a resolugdo n°® 420 (Brasil, 2009), dispde sobre critérios e valores

orientadores de qualidade do solo quanto a presenca de substancias quimicas e



estabelece diretrizes para o gerenciamento ambiental de areas contaminadas por essas
substancias em decorréncia de atividades antrépicas. No entanto, esta legislacdo nédo
contempla, a exemplo de outras no pais como a CONAMA n° 357 (Brasil, 2005) e a
CONSEMA n° 129 (Rio Grande do Sul, 2006), ensaios bioldgicos que permitem
definir, pelo efeito, a presenca destes compostos, que, mesmo em baixas dosagens,
formam misturas complexas de alta reatividade (Vargas et al., 2008).

1.3.  Remediacgéo de solos

Muitos dos poluentes genotdxicos e/ou carcinogénicos podem ser detectados
apo6s varios anos de exposicdo, 0 que destaca a necessidade de acbes preventivas
(Tagliari et al., 2004) ou considerar a importancia da remediacdo de um sitio
contaminado por compostos quimicos. A remediacdo € definida pela Agéncia de
Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA) como um conjunto de acOes
corretivas aplicaveis a um determinado sitio contaminado por residuos perigosos. Em
1986, a USEPA formulou a primeira seqiiéncia de procedimentos de corre¢cdo de uma
area contaminada. Estas acBes corretivas foram desenvolvidas em diferentes fases,
sendo a inicial uma vistoria e avaliacdo preliminar do sitio, passando pela proposicdo de
técnicas de remediacdo até a implantacdo das medidas corretivas e estabilizadoras
(Bartenfelder, 1992). Neste periodo, no Brasil, em 1987, ocorreu o acidente com o
ceésio-137 em Goiania e, segundo Terra & Ladislau (1991), “a ndo defini¢do dos
culpados pelo acidente é que retarda o devido atendimento as vitimas, seja médico, seja
financeiramente” o que caracteriza uma agdo desarticulada das instituigdes, por falta de
leis especificas sobre a contaminacgdo industrial, e suas consequéncias na saude humana.

Dentro deste contexto, nos dltimos anos, em Sdo Paulo, um ndmero expressivo
de trabalhos envolvendo o gerenciamento de &reas contaminadas por residuos

industriais e proposi¢Ges para remediagdo de sitios foram se multiplicando, tais como



Marker et al. (1994), Pompeia (1994), CETESB (1999), Crozera (2001), Borba (2002),
Marker (2008).

Vérias tecnologias de remediacdo tém sido desenvolvidas para remocdo de
poluentes, dentre elas destacam-se a precipitacdo, coagulacdo, floculagéo, incineragéo,
alteracdo de ions, osmoses reversas, filtracdo de membranas, eletroquimica,
fotoeletroquimica, processos de oxidagdo avancada, e métodos bioldgicos que tem
demonstrado diferentes graus de eficiéncia de remediacdo (USEPA, 2004; Gana et al.,
2009; Gao et al., 2014). Destas, as técnicas tradicionais de remediacdo ainda prevalecem
para o tratamento de solos contaminados, em especial as de escavagéo e eliminacdo do
solo que contabilizam, em média, 30% de tais atividades (Liedekerke et al., 2014).

1.4, Preservantes de madeira

A madeira tem desempenhado um papel vital no desenvolvimento social,
econdmico e ambiental da histéria humana. Ela tem sido usada por muitos séculos
principalmente como material de construcdo, por ser um recurso renovavel de alta
resisténcia, preco relativamente baixo e facilmente produzida (Behzad et al., 2012). Pela
sua origem organica, a madeira esta sujeita a deterioracdo por agentes biolégicos como:
insetos, fungos, bactérias, moluscos e crustdceos, quando exposta as condicdes
ambientais (Cavdar, 2014). Para elevar a vida util das madeiras sdo utilizados
tratamentos com conservantes para prevenir a acdo dos agentes bioldgicos, tornando
uma alternativa de preservar a pressao sobre as florestas nativas, pois com 0 aumento da
vida uatil da madeira € possivel maior conservacdo dos recursos naturais florestais
(Hingston et al., 2001).

O tratamento preservativo permite a protecdo das camadas externas permeaveis
da madeira contra a acdo dos organismos, de modo que impeca a sua penetracéo e a

posterior infestagdo nos tecidos lenhosos das camadas mais internas (Vidor, 2003).



Existem diversos métodos de preservagdo utilizados por todo mundo, entre eles os
naturais, indiretos, quimicos e bioldgicos. O método amplamente utilizado para prevenir
o0 ataque de organismos Xil6fagos € o da introducdo na madeira de substancias quimicas
toxicas a esses organismos que impedem o seu desenvolvimento. Entre os mais
eficientes sdo aqueles aplicados sob condigdes de vacuo e pressao e, dentre estes, 0 mais
importante € o de célula cheia ou Processo Bethell (John Bethell / Inglaterra / 1838),
que tem por finalidade preencher ao méximo as células da madeira com o preservativo
(Cockcroft, 1971).

As caracteristicas ideais de um preservativo de madeira englobam a minima
toxicidade aos seres vivos, protecdo da madeira contra 0s organismos xiléfagos,
retencdo do produto na madeira ao longo dos anos e custo reduzido (Cavdar, 2014).
Além disso, ndo deve ser inflamavel e alterar as caracteristicas da madeira e dos
materiais em contato com ela. Porém, o que se sabe é que este preservativo ndo foi
encontrado ainda e que as substancias com maior eficicia apresentam toxicidade e os
produtos relativamente atoxicos sdo ineficientes como preservantes (Appel et al., 2007).
A aplicacdo destes preservativos s6 é economicamente viavel se a vida Gtil da madeira
for significativamente aumentada em relacdo aquela usada sem tratamento (Appel et al.,
2007).

As substancias utilizadas como conservantes sdo conhecidas como biocidas, e
sdo agrupadas em duas grandes classes: as oleossolUveis e as hidrossollveis. Entre o0s
preservativos oleosos, destaca-se o pentaclorofenol (PCP) e o creosoto e como
exemplos dos hidrossollveis, o arseniato de cobre cromado (CCA) e o borato de cobre
cromado (CCB). Estes preservativos com acao prolongada sdo os mais utilizados e
responsaveis por cerca de 80% da madeira tratada existente no mundo (Lepage, 1986;

Appel et al., 2007).



O pentaclorofenol é um poluente organico persistente que contém em sua
composicdo e como produto de degradacdo, dioxinas e furanos. A degradacdo deste
composto no meio ambiente ocorre por processos quimicos, microbiolégicos e
fotoquimicos (Choudhury et al., 1986). No solo, a decomposi¢do microbiana parece ser
um mecanismo importante e potencialmente dominante de remogio deste composto
(Choudhury et al., 1986). Além disso, a desclorinagdo anaerdbia redutiva realizada
principalmente por organismos aerobicos € uma via importante para a degradacdo de
compostos organicos altamente clorados, tais como o PCP (Adrian & Gorisch, 2002).

Esse preservativo, também conhecido como P6 da China, € um dos produtos
controlados no Tratado PIC GLOBAL - informacédo e consentimento prévio em caso de
comeércio ou transporte internacional - (Appel et al., 2007). No Brasil, deixou de ser
produzido na década de 70 e foi proibido em 1985, através da portaria de n° 329 do
Ministério da Agricultura (Brasil, 1985). O efeito negativo de PCP em populacdes
microbianas do solo € reconhecido j& ha algum tempo (Brown et al., 1978) e pode
ocorrer a niveis t40 baixos como 4 mg L™ PCP no solo e sistemas aquosos (Davis et al.,
1996). Além disso, os seres humanos podem ser expostos através da inalacdo, dieta, ou
contato com a pele (Eisler, 1989) e provocar numerosas doengas € mortes ocupacionais
(Yu et al., 2014). Portanto, o PCP é considerado como poluente prioritario pela USEPA,
classificado como possivelmente carcinogénico ao homem (grupo 2B) pela Agéncia
Internacional de Pesquisa sobre Cancer (IARC) (IARC,1991; Sheng et al., 2013). Estes
fatos, aliados a legislacdo que impde crescentes restricdes ao uso de biocidas organo-
clorados, tem desestimulado o uso deste preservativo, embora seja um dos mais
eficientes na protecdo da madeira.

O creosoto € uma substancia oleosa obtida através da destilacdo de alcatrdo de

hulha que contém uma mistura de HPAs (85%), compostos fendlicos (10%) e



compostos heterociclicos aromaticos N, Se, O (5%) (Rogers et al., 2007). Quando
utilizado, é empregado normalmente em combinagdo com o PCP (Taylor & Smith,
1997), pois facilita a penetracdo desses compostos na madeira, como também aumenta a
solubilidade deles dentro do solo (Mills et al., 2006). Entretanto, o seu uso no Brasil foi
proibido em 1998, pelo Decreto — lei n° 264 (Brasil, 1998). Apresenta-se insolivel em
agua e ndo se fixa na madeira por reacGes quimicas, apenas adere as paredes celulares
ou se deposita no lume das células. Os constituintes do creosoto e seus metabolitos sdo
conhecidos por serem toxicos e alguns mutagénicos.

Os HPAs sédo uma classe de poluentes organicos, que apresentam efeitos
cancerigenos, teratogénicos, e mutagénicos (Kim et al., 2007). Eles sdo comumente
encontrados em locais contaminados (Bozlaker et al., 2008), pois podem facilmente se
aderir a matéria organica do solo (Rivas et al., 2000), e alguns HPAs séo resistentes a
biodegradacdo (Wilson & Jones, 1993). A sua persisténcia no meio ambiente depende,
principalmente, de suas caracteristicas fisicas e quimicas (Lladoé et al., 2013). H& 16 dos
HPAs identificados pela USEPA como poluentes prioritarios baseado na toxicidade,
potencial para exposicdo humana, e frequéncia de ocorréncia em locais de residuos
perigosos (Liao et al., 2014). Alguns deles também sdo classificados pela IARC como
compostos de maior atencdo por sua potencialidade carcinogénica (IARC, 2010).

Atualmente, o conservante de madeira mais amplamente utilizado no mundo é o
CCA, produto pertencente ao grupo dos compostos inorganicos formado pelos metais
arsénio (As), cromo (Cr) e cobre (Cu) (Hingston et al., 2001; Mercer & Frostick, 2014).
Sdo preservantes a base de agua, ou seja, sdo hidrossolUveis constituidos pela
associacdo de varios sais. A solucdo aquosa destes, ao penetrar na madeira, sofre
reacOes de fixacdo e produz compostos insoltveis que dificilmente serdo lixiviados.

Este grupo tem substituido tipos de conservantes organicos alternativos, como o
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creosoto e pentaclorofenol para uso aquético, devido as preocupacdes ambientais e da
salde humana. No Brasil sua fabricagdo é regulamentada pela Norma NBR-8456.
Porém, em paises, como Canad, EUA, Reino Unido, Austrélia e Noruega o uso do
CCA como um preservativo de madeira tém sido limitado (Mercer & Frostick, 2014).

As reacdes que ocorrem na madeira durante a fixacdo do CCA tem uma grande
influéncia sobre as espécies de metais que sdo emitidos a partir da madeira e a
toxicidade subsequente destes lixiviados. A toxicidade de Cu, Cr e As para organismos
aquaticos é muito registrada (Bodek et al., 1988; Walley et al., 19964, b), sendo estes
metais listados como poluentes prioritarios pela USEPA (Weis et al., 1992;. Weis &
Weis, 1995). Porém, a toxicidade € altamente dependente da forma especifica que o
composto esta presente no meio (Hingston et al., 2001). O Cr no estado de oxidacao
(V1) é conhecido por ser cancerigeno e mutagénico, mas se reduzido a Cr (I11), tal como
durante o processo de fixacdo do CCA, pode ser significativamente menos prejudicial
(Sanders & Reidel, 1987). O As também € considerado cancerigeno e mutagénico, bem
como teratogénico e, dos estados de oxidacdo predominantes, As (V) é a forma mais
prevalente e menos toxica do que o As (111).

O composto CCB ¢é um produto alternativo ao CCA que tem como ingredientes
ativos o Oxido cuproso e o boro. Existem dividas em relacdo a sua resisténcia a
lixiviacdo e sua eficiéncia, em longo prazo, no combate aos insetos (Lepage, 1986). Os
compostos de boro, apesar de terem menor toxicidade, ndo se fixam adequadamente na
madeira (Appel et al., 2007).

Diante dessa realidade, € importante destacar que todos os produtos utilizados na
preservacdo da madeira devem ser toxicos aos organismos biolégicos que degradam a
madeira, por consequiéncia, podem ser toxicos ao homem e animais nao alvo, portanto

seu uso exige cuidados especificos, visando preservar a vida e 0 meio ambiente.
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1.5. Ensaio Salmonella/microssoma

As evidéncias de que os residuos industriais podem induzir efeitos genotdxicos
em espécies aquaticas e terrestres (incluindo os humanos) tem estimulado as pesquisas
nesta area, gerando progressos no desenvolvimento e uso de bioensaios genéticos de
curto prazo. A sua simplicidade, sensibilidade a danos genéticos, a velocidade relativa,
baixo custo de experimentacdo e a pequena quantidade de amostra necessaria para a
analise permitiram que a pesquisa em toxicologia genética evoluisse. Os resultados de
bioensaios genéticos sdo relevantes para a saude humana, pois o alvo toxicoldgico é o
DNA, o que existe em todas as formas de vida celular. Assim, pode ser extrapolado que
0s compostos considerados reativos a molécula de DNA de uma espécie tém o potencial
de produzir efeitos semelhantes em outras espécies. Em geral, as perturbagdes do
material genético sdo prejudiciais para 0 organismo e podem levar a graves
consequéncias para a saude e sao irreversiveis. Efeitos na salde humana comumente
associados com a exposicdo a compostos genotdxicos incluem cancer, ma formacdes de
fetos, doencas cardiacas, dentre outras (Houk, 1992).

Existem diversos ensaios para detectar a mutagenicidade/genotoxicidade de
amostras ambientais, mas a utilizacdo de ensaios com bactérias provaram ser mais
eficazes para monitoramento por serem bastante sensiveis, confidveis e com custo
relativamente baixo. Entre os bioensaios microbianos, o ensaio Salmonella/microssoma
é 0 método usado mais amplamente para identificar atividade mutagénica em amostras
ambientais, aléem de auxiliar na comparacao de sitios, identificacdo de fontes e possiveis
carcindgenos presentes em misturas ambientais complexas (Claxton et al., 2010). Este
teste permite determinar a mutagenicidade, mas ndo especificamente a
carcinogenicidade, de compostos e de misturas complexas (Zeiger, 1998; Mortelmans &

Zeiger, 2000). No entanto, devido a muitos cancerigenos atuarem em mecanismos
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mutagénicos, a maioria dos agentes cancerigenos organicos que sdo mutagénicos sao
positivos no ensaio de Salmonella (Zeiger, 1998). Diante desse fato, este ensaio é
utilizado, no presente contexto, em muitos trabalhos com diferentes matrizes
ambientais, tais como para aguas superficiais (Ohe et al., 2004; Vargas et al., 2008),
sedimentos (Chen & White, 2004; Tagliari et al., 2004), agua potavel (Richardson et
al., 2007; Pereira et al., 2007), solo (White & Claxton, 2004; Pohren et al., 2012) e ar
(Claxton et al., 2004; Coronas et al., 2013).

O ensaio Salmonella/microssoma foi desenvolvido por Ames (1971), sendo
revisado por Maron & Ames et al. (1983) e modificado por Kado et al. (1986). Baseia-
se na utilizacdo de linhagens de Salmonella typhimurium com mutagdes preexistentes
(geradas pela engenharia genética) que tornam as bactérias incapazes de sintetizar o
aminoacido essencial, histidina e portanto, incapazes de crescer e formar col6nias na sua
auséncia. Através de mutacdo reversa podem restaurar a funcdo do gene e permitir que
as células sintetizem histidina, podendo crescer no meio minimo e formar col6nias. As
linhagens de Salmonella usadas no teste tém diferentes mutaces em varios genes do
operon da histidina e cada uma destas mutacdes é sensivel a classes de compostos
mutagénicos diferentes (Mortelmans & Zeiger, 2000)

O diagnéstico da qualidade de sedimentos, através do ensaio Salmonella tem
sido realizado em diversos locais do mundo (Chen & White, 2004; Rigau et al., 2012;
Hudcova et al., 2013; Perovic et al., 2013, Warren et al., 2015). Especificamente no Rio
Grande do Sul, o ensaio tem sido utilizado em estudos realizados por Tagliari et al.
(2004), que evidenciaram a mutagenicidade de sedimento em ambientes aquaticos
associada a altos niveis de estresse oxidativo em peixes em area de influéncia de
curtumes; Horn et al. (2004) mostrando resposta mutagénica em sedimentos

relacionados a contaminacéo de industria petroquimica; e Costa et al. (2012) verificando
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gue o sedimento do rio Taquari, area do presente estudo, possui como fonte de produtos
perigosos o escoamento superficial de sitio de solo contaminado.

Combinado a este teste, é avaliada a citotoxidade das amostras, pois a morte
celular pode mascarar a resposta mutagénica (Vargas et al., 1993). Assim sendo, a
utilizacdo destes testes permite diagnostico precoce dos recursos hidricos antes que o
efeito cronico ou agudo se estabeleca.

2. Area de Estudo

O estudo foi realizado no Rio Taquari, pertencente a bacia Taquari-Antas,
proximo as margens de area influenciada por sitio de solo contaminado, localizada no
distrito de Barreto, municipio de Triunfo, Rio Grande do Sul, Brasil. Este rio possui
aproximadamente uma extensdo de 500 km desde sua nascente até a foz. Esté situado
em uma das regides mais desenvolvidas do estado, onde se concentra uma grande area
antropizada que utiliza suas aguas para o abastecimento publico e industrial, agricultura,
navegacao, recreacdo, pesca e geracao de energia elétrica (Terra et al., 2008) (Figura 1).

A éarea do presente estudo abrigou uma usina de preservacao de madeira que
iniciou suas atividades em 1960, realizando o tratamento de madeiras em autoclave,
para exploracdo, producdo, preservacgdo, fabricacdo de postes de iluminacdo elétrica e
outros produtos derivados de madeira (cruzetas, canaletas, toras e mourdes de cerca)
(Figura 2). O terreno em que se localiza a empresa é essencialmente plano, com
pequena declividade no sentido oeste-noroeste. A area industrial foi aterrada com solo
da prdpria regido durante a fase de instalacdo da atividade e essa camada tem espessura
que varia entre 0,5m e 4m, elevando a porcdo do terreno em relagdo a vizinhanga. O
aquifero ¢ do tipo freatico, com profundidades do nivel d’agua entre 1,6m e 5,0m

aproximadamente, e o fluxo subterraneo apresenta sentido oeste, rumo ao rio Taquari.
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Junto & &rea da usina, a elevacdo do terreno configura um divisor das aguas
subterraneas. Devido as suas caracteristicas, o sitio apresenta alta susceptibilidade
quanto ao potencial de contaminacdo do solo, da agua subterr@nea e das &guas
superficiais.

Durante sua atividade utilizou como preservantes os compostos PCP (1960 a
1982); creosoto (1960 a 1982); e CCA (de 1982 até 2005). Estudos anteriores nesta area
detectaram a presenca de HPAs, PCP e metais pesados com atividade mutagénica no
solo (Pohren et al., 2012) e definiram a potencialidade de escoamento de contaminantes
para o rio a partir de solo contaminado (Costa et al., 2012). Atualmente a empresa esta

desativada e incluida nos estudos de impacto ambiental da FEPAM.

As investigacGes confirmatdrias para estabelecer a presenca de contaminagdo do
solo, 4gua subterranea e compartimento atmosférico foram iniciadas a partir de 2004.
Essas acOes permitiram estabelecer dez areas como hot spots, onde foram identificadas
fontes primarias ativas de contaminacdo, necessitando de “intervengdo objetiva”, a qual
foi iniciada em 2012. O projeto de intervencgdo realizado junto ao solo incluiu as areas
de processo da empresa, como: saida da autoclave, fossa de preparacdo dos
preservantes, lagoa de tratamento, pluma de “fase livre” localizada entre estas areas de
processo, depositos de residuos e duas areas de tanques de armazenamento; areas de
tambores enterrados, junto ao limite do terreno da empresa e em horto florestal

préximo; além da remocao do prédio da usina.

Todos os residuos solidos e solo contaminado, caracterizados como perigosos,
foram destinados para aterro de residuo perigoso ou unidade de incineragdo, conforme
concentracdo de contaminantes presentes. As areas escavadas foram protegidas por
processos de engenharia, a fim de evitar o contato com as aguas de chuvas e

minimizando a dispersdo de contaminantes na atmosfera. Foram realizados
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monitoramento dos diferentes contaminantes de interesse e intervencdo para a retirada
das principais fontes ativas da &rea em torno da usina no periodo de 2012/2013. A
continuidade do processo de remediacdo da area serd deliberada pela FEPAM, em

conformidade com a licenca de operacgdo a ser implementada.

A analise do efeito mutagénico relacionado a presenca de compostos organicos
em amostras de sedimento do rio Taquari foi realizada em quatro pontos de amostragens
(Ta032 - 29°48'19.2"S, 51°52'50.2"W; Ta010 - 29°52'23.9"S, 51°43'21.99"W; Ta006 -
29°54'09.7"S, 51°45'05.1"W; Ta004 - 29°55°45.2’S, 51°43°50.4°W), sendo estes
nomeados de acordo com as letras iniciais do rio (Ta) seguidos da quilometragem em
relacdo a foz. Dentre estes quatro pontos, encontram-se dois na cidade de Triunfo, um
em Taquari e um na cidade de General Camara. As amostragens foram realizadas antes
(30/06/2011, 24/01/12), durante (16/01/13) e apds (19/12/13) o processo de remediacdo
do sitio de solo contaminado.

Na Gltima amostragem, além dos pontos do rio principal (Ta032, Ta010, Ta006,
Ta004), foi incluida a coleta de amostra de um arroio localizado a montante do ponto
critico que sofre influéncia diretamente da &rea industrial, considerado uma das
principais rotas de escoamento de contaminantes presentes no solo da area de estudo

para o rio Taquari (Costa et al., 2012).
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Figura 1. Localizacdo da area de estudo as margens do Rio Taquari e 0s pontos de amostragens.
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Figura 2. Area da usina de preservacdo de madeira. Fonte: Google.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

O presente estudo buscou verificar alteragdes na qualidade do sedimento do rio
Taquari, em &rea influenciada por processo de remediagdo de sitio de solo contaminado
por preservantes de madeira, utilizando como marcadores teores de HPAs e presenca de

agentes mutagénicos medidos pelo ensaio Salmonella/microssoma.

3.2.  Especificos
v' Avaliar a mutagenicidade de extratos organicos de sedimento do rio Taquari
através do ensaio Salmonella/microssoma como parametro precoce no diagnéstico da
qualidade ambiental;
v/ Comparar resultados de mutagenicidade de amostras de extrato organico de
sedimento do rio Taquari antes, durante e depois do processo de intervencao de sitio de
solo contaminado;

v Relacionar efeito mutagénico com compostos quimicos presentes na area.
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4. ARTIGO CIENTIFICO

O artigo cientifico “Atividade mutagénica de sedimento de sub-bacia influenciada por
area com solo contaminado em processo de remediagdo no sul do Brasil”, a ser
submetido a revista Ecotoxicology and Environmental Safety, foi desenvolvido a partir
dos resultados obtidos neste trabalho.

O trabalho buscou a investigacdo de possivel atividade mutagénica em extratos
organicos de sedimento do rio Taquari, em é&rea que sofre influéncia de solo
contaminado por preservantes de madeira, durante o processo inicial de remediac¢do do

solo, localizado na regido nordeste do Rio Grande do Sul, Brasil.
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Resumo

A contaminacdo do solo é uma das fontes pela qual os contaminantes s&o
escoados para 0s ecossistemas aquaticos, afetando a qualidade dos sedimentos. A regido
do estudo esta localizada em area as margens do rio Taquari, no municipio de Triunfo-
RS, préxima a um sitio com solo contaminado por preservantes de madeira, com rota de
contaminantes definida para o rio. A area foi submetida a primeira fase do processo de
intervengdo para retirada das principais fontes ativas. Para avaliar a qualidade dos
sedimentos foi utilizado o ensaio Salmonella/microssoma para medir mutagénese além
da dosagem de Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPAS) nos extratos organicos
em diferentes fases do processo de intervencéo: antes (inverno e verdo), durante (veréo)
e apos (verdo). As linhagens utilizadas foram TA98, Ta97a e TA100 na presenca e
auséncia de S9mix (x£S9). A mutagénese foi mais expressiva na linhagem TA100+S9.
Os resultados indicaram a presenca de pro-mutagenos no ponto Ta010 em todas as
amostragens, sendo mais elevada na anterior a intervencdo (verdo) para TA100+S9
(1672+£215,9 rev/g equivalente de sedimento seco) decrescendo durante e apds este
processo. As amostras deste local apresentaram valores de HPAS totais constantes com
presenca das espécies de HPAs com potencialidade cancerigena nos diferentes periodos
avaliados. O local Ta006 ap6s o periodo de intervencdo foi o que apresentou
mutagénese mais expressiva para TAL100+S9 (764+230,2 rev/g equivalente de
sedimento seco) e, embora ndo tenha apresentado valores de HPAs mais elevados, as
espécies consideradas cancerigenas estiveram em maiores concentracdes, em especial o
benzo(b+k) fluoranteno, que também se apresentou elevado neste periodo no local
Ta004. Presenca de mutagénese e de HPAs em arroio interno a esse sitio, a montante de
Ta010, marcaram uma das rotas de dispersdo destes agentes. A contaminagdo presente
em frente ao sitio (Ta010), mesmo ap6s a intervencdo, pode estar relacionada com a
técnica escolhida para retirada das fontes ativas, contribuindo para a presenca de

contaminantes nos locais a jusante, Ta006 e Ta004.

Palavras-chave: Salmonella/microssoma; preservantes de madeira; escoamento de

compostos genotoxicos, HPAs, remocéo de solo.

22



1. Introducéo

Ecossistemas de agua doce, em particular os grandes rios sdo importantes para o
homem, pois apresentam Vvarios usos como transporte, irrigacdo, recreacdo, pesca,
abastecimento de agua industrial e potavel (Dolédec & Statzner, 2008). Esses usos tém
alterado a integridade ecoldgica desses recursos hidricos, resultando na fragmentacéo e
desregulacdo de fluxo, modificacbes do canal e de bancos de sedimento, além de
contribuirem com a poluicdo de suas matrizes (Jia & Chen, 2013).

As principais fontes de contaminacdo desses ambientes aquéaticos por
substancias genotdxicas sdo atribuidas aos residuos industriais e agricolas, comerciais e
domésticos (Houk, 1992; Claxton et al., 1998), ou mesmo a partir de solos
contaminados (Costa et al., 2012). A contaminagdo do solo é um relevante problema
ambiental, devido a persisténcia de muitos poluentes que possuem estabilidade quimica
e alta absorcéo no solo, o que dificulta sua degradacdo (Gomes et al., 2014; Islam et al.,
2012). Alguns compostos séo bioacumuladores e interferem nos fluxos de energia e de
nutrientes da cadeia bioldgica (Haritash & Kaushik, 2009). Dependendo de suas
propriedades, muitos desses compostos podem ser escoados para os recursos hidricos
contaminando a coluna de agua ou, associados as particulas do sedimento, se acumulam
em concentracBes superiores, gerando efeitos agudos, crénicos e genotdxicos para as
comunidades que vivem ou entram em contato com este compartimento (Boldrini et al.,
1990; Mozeto, 2004; White & Claxton, 2004).

Na Europa existe uma estimativa de que pode haver até 2,5 milhdes de areas
potencialmente  contaminadas que necessitam ser investigadas. Destas,
aproximadamente 14% (340.000 areas) ja foram identificadas e 15% do total de areas
estimadas ja foram remediadas (Liedekerke et al., 2014). No Brasil, ndo ha estimativas

quanto ao numero de areas contaminadas, exceto no estado de S&o Paulo, onde foram
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cadastradas até dezembro de 2013, 4.771 areas contaminadas, das quais 2.674
encontram-se em remediacdo ou com processo finalizado (CETESB, 2013). A
identificacdo desses sitios auxilia a esclarecer sua contribuigdo como fonte potencial de
contaminacg&o de recursos hidricos.

Muitos dos poluentes genotoxicos e/ou potencialmente carcinogénicos s6 podem
ser detectados apds Varios anos de exposi¢cdo, 0 que destaca a necessidade de acdes
preventivas (Vargas et al., 1993; Tagliari et al., 2004). Assim a investigagdo da presenca
de agentes genotoxicos tem sido empregada como uma das medidas de avaliar a
qualidade de recursos hidricos, incluindo a coluna de &gua e o sedimento. Estes
compostos tém sido detectados através de diferentes bioensaios associados a processos
adequados de tratamento da amostra (Chen & White, 2004; Ohe et al., 2004; Vargas et
al., 1995; Vargas et al, 2008). Um dos ensaios mais utilizado é o
Salmonella/microssoma que avalia alteracdes no DNA, através de linhagens de
bactérias associadas a homogenatos de células microssomais de ratos (Maron & Ames,
1983) e que vem recebendo modificacdes que elevam sua sensibilidade (Claxton et al.,
2010). Combinado a este teste, deve ser avaliada a citotoxidade das amostras, pois a
morte celular pode mascarar a resposta mutagénica (Vargas et al., 1993). Assim sendo,
a utilizacdo destes testes permite o diagnostico precoce dos recursos hidricos antes que
o efeito cronico ou agudo se estabeleca.

Este estudo focaliza as consequéncias da contaminacdo de uma area que abrigou
nos anos 1960 a 2005 uma usina de preservacdo de madeira com passivo ambiental ja
identificado, localizado as margens do rio Taquari. Durante sua atividade a industria
utilizou como preservantes de madeira 0os compostos pentaclorofenol (PCP), que pode
gerar dioxinas; creosoto, formado por HPAS; e arseniato de cobre cromado (CCA), com

elevadas potencialidades toxicas, genotoxicas e carcinogénicas (Appel et al., 2007).
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Entre estudos ja realizados nesta &rea, foram detectadas em amostras de solo e poeira
domiciliar teores de HPAs, PCP e metais pesados, associados a presenca de atividade
mutagénica e citotoxica medidas pelo ensaio Salmonella/microssoma (Pohren et al.,
2012; Coronas et al., 2013). Foi possivel também definir rotas desses contaminantes a
partir do solo para o rio principal, utilizando os mesmo marcadores quimicos em
associacdo ao ensaio Salmonella/microssoma detectados neste material drenado (Costa
et al., 2012). Como uma provavel conseqiiéncia dessa drenagem foram identificados
locais comprometidos com HPAs e resposta mutagénica no sedimento do rio Taquari
(Costa et al., 2012). Atualmente a empresa esta desativada e incluida nos estudos de
impacto ambiental da Fundacdo Estadual de Protecdo Ambiental (FEPAM — 6érgdo
ambiental do Estado Rio Grande do Sul, Brasil), sendo que a primeira fase do processo
de intervencéo do solo ja foi realizada com a retirada das principais fontes ativas.

O presente estudo buscou verificar alteragdes na qualidade do sedimento do rio
Taquari, em area influenciada por processo de remediagdo de sitio de solo contaminado
por preservantes de madeira, utilizando como marcadores teores de HPAS e presenca de

agentes mutagénicos medidos pelo ensaio Salmonella/microssoma.

2. Materiais e métodos

2.1. Area de estudo
O estudo foi realizado no Rio Taquari, sub-bacia do Baixo Taquari, pertencente
a bacia Taquari-Antas, proximo as margens de area influenciada por sitio de solo
contaminado, localizada no distrito de Barreto, municipio de Triunfo, Rio Grande do
Sul, Brasil. Este rio possui aproximadamente uma extensdo de 500 km desde sua
nascente até a foz. Esta situado em uma das regifes mais desenvolvidas do estado, onde

se concentra uma grande area antropizada que utiliza suas aguas para o abastecimento
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publico e industrial, agricultura, navegacdo, recreacdo, pesca e geracdo de energia
elétrica (Terra et al., 2008).

A érea do presente estudo abrigou uma usina de preservacdo de madeira que
iniciou suas atividades em 1960, realizando o tratamento em autoclave, visando
exploracdo, producéo, preservacao, fabricacdo de postes de iluminagdo elétrica e outros
produtos derivados de madeira. O terreno em que se localiza a empresa é
essencialmente plano, com pequena declividade no sentido oeste-noroeste e percorrido
por corpos d’agua associados, em direcdo a drenagem principal, formando sub-bacias. A
area industrial foi aterrada com solo da prépria regido durante a fase de instalacdo da
atividade e essa camada com espessura que varia entre 0,5m e 4m, eleva a por¢éo do
terreno em relacdo a area de entorno. O aquifero, do tipo freatico, com profundidades do
nivel d’agua entre 1,6 m e 5,0 m aproximadamente, ¢ apresenta o fluxo subterrdneo com
sentido oeste, rumo ao rio Taquari. Junto a area da usina, a elevacdo do terreno
configura um divisor das &guas subterrneas. Devido as suas caracteristicas, 0 sitio
apresenta alta susceptibilidade quanto ao potencial de contaminac¢do do solo, da agua

subterrénea e das aguas superficiais.

2.2. Intervencéo para retirada de fontes ativas

A partir de 2004 foram realizadas investigaces para definir a presenca de
contaminantes no solo, dgua subterrdnea e compartimento atmosférico, identificando
dez areas com fontes ativas de contaminacdo. O projeto de intervengdo junto ao solo,
nesses hot spots, foi realizado de 2012 a 2013, incluindo areas de processo, tratamento,
tanques de armazenamento e depdsitos de residuos; areas de tambores enterrados no

terreno da empresa e em horto florestal proximo; além da remocéo do prédio da usina.

Os solos e residuos foram destinados para aterro de residuos perigosos ou

unidade de incineracdo, conforme concentracdo e contaminantes presentes. As areas
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escavadas foram protegidas por processos de engenharia, evitando contato com aguas de
chuvas e minimizando a dispersdo de contaminantes na atmosfera. Foram realizados
monitoramento dos contaminantes de interesse e intervencgéo para retirada das principais
fontes ativas da &rea entre 2012 a 2013. A continuidade desse processo seré deliberada

pela FEPAM, em conformidade com licenca de operacdo a ser implementada.

2.3. Pontos de amostragem

Os pontos de amostragem de sedimentos do Rio Taquari foram nomeados de acordo
com as letras iniciais do rio (Ta) seguidos da quilometragem em relacéo a foz (Figura
1). O ponto a montante da area de estudo, Ta032 (29°48'19.2"S; 51°52'50.2"W), esta
situado na cidade de Taquari; Ta010 (29°52'23.9"S; 51°43'21.99"W), na cidade de
Triunfo (Distrito de Barreto) e localizado em frente a area influenciada por sitio
contaminado com preservantes de madeira; Ta006 (29°54'09.7"S; 51°45'05.1"W) na
cidade de General Camara; e por ultimo, o ponto Ta004 (29°55°45.2"°S;
51°43°50.4’W) na cidade de Triunfo, préximo a foz do rio. Além dos pontos do rio
principal foi realizada amostragem em um arroio interno do sitio, a ser denominado
como arroio, (29°52°14.19°°S; 51°43°6.73’W), com foz situada a montante do ponto
Ta010. Este arroio sofre diretamente influéncia da area industrial, sendo considerada
uma das principais rotas de escoamento de contaminantes presentes no solo da area de
estudo para o rio Taquari (Costa et al., 2012). Uma relacdo simplificada das principais

fontes de contaminacdo e usos dos locais estudados esta apresentada na tabela 1.
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Figura. 1. Localizagdo da Bacia Hidrografica Taquari-Antas e dos locais de amostragens do Rio
Taquari, Ta032, Ta010 Ta006, Ta004 e do Arroio interno do sitio contaminado. Os nimeros mostram a

distancia em km

a partir da foz.

Tabela 1. Relacdo das possiveis fontes poluidoras e 0s usos do Rio Taquari nos locais de estudo.

Local Cidade Fontes* Usos
Esgoto domeéstico; curtumes; lixos Turismo e lazer, pesca, captacdo de
industriais e domésticos; silvicultura; agua para abastecimento publico,
pecuaria; fabrica de artigos de madeira;  transporte hidroviario, extragdo de
Ta032 Taquari embarcagdes, calcados; transporte de areia e rochas, agricultura irrigada
produtos perigosos; agroindustria;
distribuidora de energia elétrica,
atracadouro
. o L - Usina de preservantes de madeira,
Ta010 Triunfo Silvicultura, lixos industriais. transporte hidroviario
Captacdo de agua para abastecimento
General Silvic_ultura, fabrica de artigos de ppblicqz pesga;_tranNSporte
Ta006** Camara madeira e transporte de produtos hidroviario; irrigacdo de lavouras de
perigosos arroz; recreacdo; extracdo de areia,
cascalho e argila
Silvicultura, extracéo de basalto, lixo Atracadouro, agricultura irrigada,
Ta004 Triunfo hospitalar, lixos industriais, esgoto pesca, dragagem de areia, transporte

domeéstico, transporte produtos
perigosos

hidroviario.

*Empreendimentos licenciados pela Fepam em 2015.
** |ocal situado na margem direita devido a presenca de uma curva do rio Taquari.
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2.4. Coleta das amostras

As amostragens de sedimento do rio Taquari foram realizadas antes (30/06/2011,
24/01/12), durante (16/01/13) e ap6s (19/12/13) o processo de remediacdo do sitio de
solo contaminado. As amostras de sedimento foram coletadas de forma composta, por
draga de Petersen, a aproximadamente 20 cm do leito do rio (APHA, 1992),
acondicionadas em frascos de vidro escuro protegidas da luz e refrigeradas a 4° C até o
laboratério. Apds, as amostras foram homogeneizadas, subdivididas, armazenadas (em
recipientes de vidro), sendo em seguida estocadas em freezer (-20 °C) até a realizacdo
das analises. A amostragem do arroio foi realizada apenas na ultima data de coleta
(19/12/13), com a finalidade de verificar a possivel presenca de contaminantes escoando
do solo contaminado da area em estudo para o rio Taquari, como detectado por Costa et

al (2012), apos o processo de remediacao.

2.5. Preparacao das amostras

O procedimento de extracdo dos compostos organicos do sedimento descrito por
Vargas et al. (2001) foi realizado visando obter fragdes moderadamente polares com
solvente diclorometano (DCM — CASRN 75-09-2), agitadas e sonificadas por 5 min a
100W (50 g da amostra, 100 ml de solvente para cada um de quatro ciclos). Apds, 0s
extratos foram pré-filtrados em coluna cromatografica e concentrados a um volume de
15 ml em rotavapor (40 °C). O volume de 14 ml destes concentrados foi acondicionado
em frascos graduados, sendo 1 ml retirado para determinacdo do material organico
extraido. Apds secagem da amostra em estufa a 100 °C, a massa organica extraida
(MOE) foi determinada em balanca eletrénica analitica de cinco casas decimais. Estes
extratos concentrados foram acondicionados & -20 °C até 60 dias. No momento do

ensaio, 0Ss extratos foram secos com nitrogénio gasoso € ressuspensos com
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Dimetilsulfoxido (DMSO—Riedel-de Haén, CASRN 67-68-5), por grau de

espectrofotometria.

2.6. Caracterizacao granulométrica
A granulometria do sedimento consistiu na separacdo das principais classes
textuais dos sedimentos grossos e finos, sendo classificados como cascalhos, areia, silte
e argila. Essa classificacgdo foi relativamente constante nos quatro pontos nas diferentes
amostragens realizadas (Tabela 2). Os pontos Ta032, Ta010 e Ta004 apresentaram
variacdo apenas em uma estacdo de coleta. Entretanto, o local Ta006 foi o que mais
variou, de areia com cascalho e lama, na primeira amostragem, areia com lama nas

intermediarias e lama com areia na ultima.

2.7. Ensaio Salmonella/microssoma

A atividade mutagénica e citotdxica foi avaliada através do método de
microssuspensdo — Teste Kado (Kado et al., 1986) modificado do ensaio
Salmonella/microsoma (Maron & Ames, 1983; Vargas et al., 1993) em ensaios na
presenca e auséncia de fracdo microssomal de figado de rato Sprague Dawley (4%) preé-
tratada com AROCLOR 1254 (adquirida na forma liofilizada - Moltox, USA). Foram
utilizadas as linhagens TA98 e TA97a, que detectam a acdo de mutagénicos que causam
erro no quadro de leitura, sendo que esta Gltima é descrita na literatura, além de definir a
presenca de compostos organicos, apresenta sensibilidade a metais pesados (Pagano &
Zeiger, 1992); e a linhagem TA100 que caracteriza substituicdo de pares de bases do
DNA (Maron & Ames, 1983). Estudos anteriores mostram a sensibilidade destas
linhagens a compostos organicos, como HPAs (Coronas et al., 2013; Pohren et al.,

2012).
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Tabela 2. Classificagdo granulométrica das amostras do Rio Taquari nas quatro amostragens, antes, durante e apds o processo de intervencao.

Classificagdo granulométrica pela frequéncia simples (%6)

ANTES DURANTE APOS

Jun/2011 Jan/2012 Jan/2013 Dez/2013
Ta032 Ta0l0 Ta006 Ta004 Ta032 Ta0l0 Ta006 Ta004 Ta032 Ta0l0 Ta006 Ta004 Ta032 Ta0l0 Ta006 Ta004 STREAM
CASCALHO 0,81 0,00 30,50 19,40 0,80 0,00 0,00 7,90 0,70 0,00 0,50 13,80 0,00 0,00 0,00 3,70 1,50
AREIA 38,02 11,58 3593 78,50 30,50 36,60 60,70 84,50 39,90 18,40 72,30 78,70 12,40 22,00 39,90 33,30 61,30
SILTE 4595 7247 27,82 2,01 40,50 51,00 32,10 5,80 49,30 68,20 22,70 7,00 68,00 61,20 51,10 47,00 18,10
ARGILA 15,22 15,95 6,20 0,09 28,50 12,50 7,00 1,80 10,10 1340 4,50 0,40 19,60 16,80 9,00 16,00 19,10
Coracterizaro AR/ e cuaho e GO/ LTS/ MO gy Ul Uml A e Gl bml uml e
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As concentragOes utilizadas nos testes, inicialmente, foram 2,5; 10; 40 e 80 pg
equivalente de sedimento seco. Em presenga de citotoxicidade nos ensaios foi
estabelecida nova curva dose-resposta priorizando a porcao linear, ndo citotdxica da
curva para realizacdo dos testes de mutagenicidade. As dosagens ajustadas foram 2,5; 5;
7,5; 10; 15; 20; 40 e 80 pg equivalente de sedimento seco, sendo a dosagem mais
elevada delimitada pela presenca de citotoxicidade. As amostras foram incubadas com
100 pl da cultura bacteriana (1x10' céls/ml) na auséncia e presenca de ativacéo
metabdlica (100 ul), por 90 min, no escuro, a 37° C e sem agitacdo. Apos um periodo
de 72 horas de incubacéo a 37° C, as col0nias revertentes foram contadas para estimar a
atividade mutagénica. Em todos os ensaios foram utilizados como controles negativos o
meio nutriente liquido (utilizado para titulacdo da cepa — 100 pl) e o solvente utilizado
para solubilizacdo das amostras (neste caso, DMSO — 5 ul). Como controles positivos
foram utilizados a azida sddica (AZS — CASRN 26628-22-8, Merck do Brasil) e 4-
nitroquinoleina-1-oxido (4NQO, CASRN 56-57-5, Sigma Chemical Company) em
ensaios sem S9mix, e 2-aminofluoreno (2AF CASRN 153-78-6, Sigma Chemical

Company) com S9 mix.

2.8. Analises de dados

A mutagénese das amostras foi calculada pela analise da porcao linear da curva
dose-resposta. O numero de revertentes por placa foi analisado no programa Salanal
(Analise de Salmonella de Ensaio, a versdo 1,0 do Research Triangle Institute, RTP,
North Carolina, EUA), considerando a porcdo da linear da curva dose-resposta,
selecionando os modelos de regresséo linear ou Bernstein (Bernstein et al.,1982), sendo
utilizado modelo Lintox quando este foi configurado como o melhor modelo. A amostra
foi considerada mutagénica em presenca de significancia estatistica positiva na analise

de regresséo e na ANOVA (p < 0,05), sendo indicativa na presenca de um desses
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critérios. Os valores positivos foram expressos em revertentes/g equivalentes de
sedimento seco. A atividade citotdxica foi avaliada através da curva de sobrevivéncia do
organismo teste comparada as diferentes concentragdes de amostras apds 72 horas de
incubacdo. Esta foi considerada positiva quando a porcentagem de células sobreviventes

for inferior a 60% das coldnias comparadas ao controle negativo (Vargas et al., 1993).

2.9. Analise quimica

Os extratos organicos de sedimento foram obtidos através da extracdo baseada
no método 3550C recomendado pela Agéncia de Protecdo ambiental dos Estados
Unidos (USEPA) (USEPA, 2008), com referéncia a metodologias distintas para anélise
de HPAs no solo, considerando a presenga de baixas ou altas concentragdes. Foram
analisados os dezesseis HPAs considerados prioritarios pela Agéncia de Protecdo
ambiental dos Estados Unidos (ATSDR, 2008): naftaleno, acenaftileno, acenafteno,
fluoreno, fenantreno, antraceno, fluoranteno, pireno, benzo(a)antraceno, criseno,
benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno, indeno(1,2,3-cd)pireno,
dibenzo(a,h)antraceno e benzo(ghi)perileno.

A metodologia escolhida para extracdo dos HPAs nos extratos organicos de
sedimento considerou que as amostras apresentaram uma quantidade relativamente alta
de HPAs em estudos anteriores (Costa et al., 2012). Dessa forma, foram utilizadas 2 g
de amostra seca em sulfato de sodio (Na,SO,) e o solvente Diclorometano (DCM) foi
adicionado para ultrassonificar as amostras por trés minutos. Apds este tempo, as
amostras foram filtradas e seus volumes foram reduzidos com N, gasoso. Assim, o
cleanup foi realizado nos extratos de sedimento utilizando uma coluna de silica gel
(CASNR 112926-00-8, VETEC) e quatro solventes com diferentes polaridades: 12
Fracdo: 20 mL de hexano (CASNR 110-54-3, MERCK) (alifaticos); 22 Fragdo: 10 mL

de hexano + 10 mL de diclorometano (HPAs); 3% Fracdo: 15 mL de hexano + 5 mL de
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diclorometano (HPAS); 42 Fracdo: 20 mL de diclorometano (nitro-HPAS). Dessas varias
fragOes realizadas, foram analisadas apenas a segunda e a terceira fracdo, reunidas,
devido aos compostos de interesse do trabalho. Por fim o volume foi reduzidoa 1 mL e
0os extratos foram analisados pela cromatografia gasosa conectada a um
espectrofotdmetro de massa (USEPA para 13-A), usando a padronizagdo externa. Estas
analises foram realizadas pelo Laboratorio de Quimica da FEPAM, Porto Alegre, Rio

Grande do Sul, Brasil.

3. Resultados e discussoes

Estudos realizados no sedimento do rio Taquari, tanto anteriores como atuais
permitiram avaliar a presenca de contaminantes, ajudaram a definir possiveis compostos
que contribuiram para formacdo de misturas complexas perigosas e identificaram rotas
de disperséo desses contaminantes (Costa et al., 2012). A fase atual da pesquisa avaliou
a area de interesse no periodo de intervencdo realizada para retirada das principais
fontes, analisando a possivel remobilizacdo de contaminantes. Para avaliar este
comportamento, a presenca e efeito de poluentes mutagénicos foram analisados pelo
ensaio Salmonella/microssoma em extratos organicos do sedimento nos quatro locais do
rio Taquari, em diferentes etapas de remediacdo: antes (na estacdo de inverno e verdo),
durante e depois do processo (no verdo). Ainda, foi avaliado arroio que recebe
influéncia da area industrial, sendo definido em estudos prévios (Costa et al., 2012)
como uma via de contaminacao para o rio Taquari.

A citotoxicidade foi um fator muito presente nos extratos organicos de
sedimento das diferentes amostragens, tanto em ensaios na presenca quanto auséncia de
metabolizacdo. Observando os resultados da figura 2 foi possivel verificar que o0s
extratos apresentaram maior citotoxicidade nos ensaios em auséncia de S9 mix. Dos

locais amostrados no rio 0 Ta006 foi 0 mais representativo, com amostras citototoxicas
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em quase todos os periodos. Ap6s o procedimento de remediacdo foi detectada
citotoxicidade nos trés pontos de possivel influéncia da area contaminada e no arroio
que drena a éarea interna do empreendimento recebendo contaminantes do solo. A
presenca de citotoxicidade também foi encontrada em estudo anterior (Costa et al.,
2012) nos locais Ta010 e Ta006, além do arroio. Respostas ndo citotoxicas foram
encontradas uma vez no local & montante, Ta032. Na area de influencia do sitio
contaminado, também foi observada esta acdo nos pontos Ta010 (antes da remediacdo —
verdo), Ta006 (antes da remediacdo — inverno) e no Ta004 nas duas amostragens do
periodo anterior & intervencdo. Nos ensaios realizados em presenca de S9 mix, as
respostas citotoxicas estiveram presentes nos locais Ta01l0 e Ta006 em periodos
anteriores e posteriores a intervencdo da area, além de valores limites observados em

Ta004, durante e apds a remediacdo. As analises do arroio confirmaram esta acdo

cltotoxica.
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Figura. 2. Porcentagem de células sobreviventes no ensaio Salmonella/microsoma avaliando extratos organicos
de sedimento em quatro amostragens, antes, durante e apds o processo de intervencdo. Os valores abaixo de 60%
(linha pontilhada) indicam citotoxicidade. Para o célculo da porcentagem foram considerados os seguintes
valores: amostras ndo citotdxicas - a Gltima dosagem utilizada (80 g de sedimento seco); e amostras citotoxicas
- a menor dosagem citotoxica; Ta010 - local em frente ao sitio de solo contaminado; arroio interno do sitio
contaminado.
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A tabela 3 mostra os resultados de mutagénese dos extratos organicos dessas
amostras pelo método de microssuspensdo utilizando as linhagens TA98, TA97a e
TA100, na presenca e auséncia de ativacdo metabdlica. Nas curvas dose-resposta foram
consideradas as dosagens com crescimento celular superior a 60%. A primeira dosagem
citotoxica de cada condicdo de ensaio para os diferentes locais esta também mostrada na

tabela 3.

Tabela 3. Respostas Mutagénicas e citotoxicas de extratos organicos de sedimento (revertentes/g equivalentes de
sedimento seco) na presencga e auséncia de S9 mix em quatro locais de amostragem no Rio Taquari, antes, durante e

apos o processo de intervencao.

& Citotoxicidade

Area/Amostragem TA98 TA97a TA100
-S9
—S9 mix +S9 mix -S9mix +S9 mix —S9 mix +S9 mix mix  +S9 mix

g Extrato Org. Ta032 ns® ns ns ns ns ns 80 40
% ¢ Extrato Org. Ta010 ns i° ns 125+52,3 ns ns 80 80
S < ExtratoOrg. Ta006  ns ns ns ns ns ns A -

Extrato Org. Ta004 ns ns ns Ns ns ns - -
g Extrato Org. Ta032 ns ns 373£88,3 ns ns ns 20 40
% ¢ Extrato Org. Ta010 ns ns 53+£9,0 67+19,8 ns 1672+215,9 - 80
ﬁ & Extrato Org. Ta006 ns ns 58+19,7° ns ns ns 20 40

Extrato Org. Ta004 ns ns ns ns ns ns - -
] Extrato Org. Ta032 ns 33+5,4 ns ns 87+23,6 i 80 -
o
g % Extrato Org. Ta010 ns i ns ns ns 83+23,6 15 -
o —_
§ A Extrato Org. Ta006 ns ns ns ns ns ns 20 -

Extrato Org. Ta004 ns ns ns ns ns ns 80 -
g Extrato Org. Ta032 ns ns ns 23+7,2 ns ns - -
§ 2 Extrato Org. Ta010 ns ns ns 81+46,9 ns ns 10 80
§ & Extrato Org. Ta006 ns ns ns ns 350+86,6  764+230,2 20 7,5

Extrato Org. Ta004 ns 132+17,8 ns ns ns ns 15 -

Extrato Org. Arroio ns ns ns 297+34,5 ns 136+21,6 40 80

Controle Negativo (rev/placa+ desvio padrdo) — Extrato orgénico, (5 pL DMSO/placa) —S9 mix: 37 + 12,8 (TA98), 129
+ 54,4 (TA97a), 183 + 59,5 (TA100); +S9 mix: 39 +13,9 (TA98), 189 +101,1 (TA97a), 174 + 62,0 (TA100); Controle
Positivo — S9 mix: 4NQO (0,5ug/placa) 228 + 150,9 (TA98), 636+ 272,23 (TA97a) e AZS (5ug/placa) 699 + 554,7
(TAL100); +S9 mix: 2AF (10ug/placa) 174,2 + 70,3 (TA98), 194,9 + 99,9 (TA97a) e 292,1 + 279,7 (TAL100). *primeira
dosagem citotoxica (ug de sedimento seco) com sobrevivéncia celular menor do que 60% comparada com controle
negativo; °ns, ndo significativo, °valores indicativos de mutagenicidade ; “ndo citotdxica; © considerado modelo
Lintox2. As respostas apresentaram significAncia para ANOVA (p<0,05) e efeito dose-resposta positiva (p<0,05), de
acordo com o programa Salanal.
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O local a montante da area influenciada pelo sitio contaminado, Ta032,
apresentou atividade mutagénica em trés das quatro amostragens realizadas. Foi
caracterizada a presenca de mutagenos do tipo erro no quadro de leitura (TA97a-S9;+S9
e TA98+S9) e substituicdo de pares de bases (TA100-S9; +S9). Os valores variaram de
negativos a 373+88,3 revertentes/g equivalente de sedimento seco (TA97a-S9),
caracterizando que este local a 22 km a montante da area de principal interesse do
presente estudo, recebe contribui¢bes antropicas importantes (Tabela 1). No ponto mais
critico, em frente ao sitio contaminado, Ta010, foram observados resultados
significativos nos diferentes periodos do estudo e linhagens analisadas, sendo seis
positivos e dois indicativos.

Das respostas positivas, apenas uma foi observada para mutagénese direta
(TA97a-S9, no periodo de verdo antes da intervencgdo). Os valores detectados para pro-
mutégenos variaram de 67+19,8 revertentes/g equivalentes de sedimento seco
(TA97a+S9) até 1672+215,9 revertentes/g equivalente de sedimento seco nos ensaios
com TA100 (ambos no periodo de verdo antes da intervencao). No ponto Ta006, o qual
apresentou os valores de citotoxicidade mais elevados, os resultados para mutagénese
foram verificados na etapa antes da remediacéo (veréo) para danos no quadro de leitura
(TA97a) com mutacdo direta; e apos remediacdo para mutacdes de substituicdo de pares
de bases (TA100-S9 e +S9), sendo mais elevados em presenca de metabolizacéo
(764+230,2 revertentes/g equivalentes de sedimento seco). No local mais a jusante,
Ta004, apenas foi encontrada atividade mutagénica com danos de erro no quadro de
leitura (TA98+S9) apds a intervencdo (132+17,8 revertentes/g equivalentes de
sedimento seco).

Os resultados obtidos para o0 arroio que drena a area interna do sitio, analisados

na etapa apos intervencdo, mostraram atividade mutagénica através das linhagens que
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detectam erro no quadro de leitura (TA97a) e substituicdo de pares de bases (TA100)
ambas na presenca de S9 mix. Sendo assim, foi possivel verificar a presenca de
contaminantes neste local, provavelmente liberados por escoamento superficial do solo
da area contaminada ap0s episédios de chuva (Costa et al., 2012), explicando parte da
contaminacéo observada.

A figura 3 resume as andlises do potencial mutagénico verificado pelo ensaio
Salmonella/microssoma para 0s extratos organicos de sedimento através da soma das
trés linhagens utilizadas para detectar diferentes grupos de contaminantes. Esta figura
mostra os resultados nos diferentes tratamentos de amostra, na presenca e auséncia de
S9, de forma combinada (3a) e separada (3b e 3c). E possivel perceber que a maioria
dos resultados obtidos foi na presenca de ativacdo metabolica (Figura 3a e 3c). A figura
3a mostra que dentre os pontos analisados, o Ta010 foi 0 que apresentou maior
diversidade de classes de mutagénicos, antes da intervencéo, indicando contaminagéo de
uma mistura de diferentes compostos organicos. Esta evidéncia foi reduzida ap6s a
intervencdo realizada na area contaminada. Porém, resultados significativos persistiram
de forma reduzida, provavelmente devido a influéncia do arroio que drena a &rea
contaminada, onde os padrdes de mutagenicidade encontrados foram semelhantes,
marcando uma rota de dispersdo desses contaminantes.

Uma mudanga no padrdo de mutagénese foi verificada no local Ta006. Nos
periodos antes e durante o processo de intervencdo foram observadas respostas
negativas a baixas enquanto ap0s o processo houve uma elevacdo na atividade
mutagénica. Estes ultimos valores de mutagénese foram mais elevados do que o0s
detectados na area Ta010. Essa diferenca dos padrdes de mutagénese encontrada tanto
no ponto Ta010 quanto no Ta006 estdo relacionadas a linhagem TA100+S9, indicando

que pode estar havendo um deslocamento de substancias presentes no ponto mais critico
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(Ta010), que induzem substituicdo de pares de bases, para o local a jusante (Ta006)

apo6s 0 processo de intervenco.

No estudo ja realizado nesses locais (Costa et al.,

2012), foram observadas respostas significativas em TA98+S9, sendo que em Ta006

os valores de mutagénese estiveram mais elevados do que na &rea Ta010.
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Figura. 3. a - Poténcia mutagénica em revertentes por grama seca equivalente de sedimento seco expressa pela
soma total das linhagens que detectam mutagenos que causam danos por erro no quadro de leitura (TA98 e
TA97a) e substituicdo de pares de bases (TA100), na auséncia (-S9) e presenca (+S9) de ativacdo metabdlica nos
diferentes locais e amostragens; b - somatério das respostas —S9; c-somatério das respostas +S9; Ta010 local em

frente ao sitio de solo contaminado.

Deve ser considerada a granulometria desses locais, caracterizada pela presenca

de particulas finas (Tabela 2). Muitos poluentes aquéaticos sdo predominantemente

associados a esses fragmentos de sedimento ricos em matéria organica. O descarte de
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residuos no ambiente, a biodisponibilidade e toxicidade destes poluentes, especialmente
com substéncias organicas semi volateis, sdo determinados pela interagdo com esses
granulos (Chen & White, 2004). Assim, a deposicdo de particulas finas pode ocorrer a
partir do local Ta010 para o Ta006 (Costa et al., 2012), principalmente apds o periodo
de intervencdo, onde o solo da area contaminada foi revolvido. Outras fontes de
contaminagdo também devem ser consideradas para o local Ta006, como a agricultura,
com a presenca de lavouras de arroz, além das empresas de extracdo de areia (Tabela 1).
Essas Gltimas podem contribuir com uma variabilidade de respostas mutagénicas, de
menor ou maior elevacgdo, devido a caracteristica conservativa do sedimento que pode
ser revolto quando sofre acdo da retirada da areia, permitindo que 0s contaminantes
sejam remobilizados para a coluna de agua (Gomes et al., 2000).

O local a montante da &rea contaminada, Ta032, apenas ndo apresentou
respostas mutagénicas na primeira amostragem de inverno. Dentre os valores
observados, os mais elevados foram para TA97a, que detecta danos de erro do quadro
de leitura, em ensaios com acdo direta (-S9). A contaminacdo neste local ja foi
observada anteriormente por Costa et al., (2012), mostrando um histérico de
enriquecimento, porém com agentes de natureza diversa daqueles encontrados nos
locais influenciados pela area contaminada. O ponto Ta004 foi 0 que apresentou menor
namero de respostas significativas, sendo encontrada apenas na amostragem apds a
intervencdo, mas em valores expressivos. Esse resultado pode ser relacionado a
granulometria que foi alterada, de areia para particulas finas (Tabela 02), uma vez que
muitos poluentes se aderem a essa parcela do sedimento.

A presenga de compostos toxicos e genotoxicos no local contaminado foi
tambem observada em estudos anteriores (Costa et al., 2012; Pohren et al., 2012). Na

mistura complexa de compostos organicos esperada no local estdo os HPAs,
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provavelmente originados pelo creosoto. A predominancia de respostas significativas
para mutagenicidade em presenca de metabolizacdo elevam as evidéncias quanto a acdo
dos HPAs, pois estes atuam principalmente como pré-mutégenos (Courty et al., 2008;
Watanabe et al., 2008) e j& foram detectados em estudos anteriores (Costa et al., 2012).
Oito dos dezesseis HPAs analisados (neste caso 7, pois dois compostos foram
agrupados) sao classificados pela Agéncia Internacional para Pesquisa sobre Cancer
(IARC, 2010) como grupo 1 (cancerigeno para o homem: benzo(a)pireno), grupo 2A
(provavelmente cancerigeno para o homem: dibenzo(ah) antraceno) ou grupo 2B
(possivelmente cancerigeno para o homem: naftaleno, benzo(a) antraceno, criseno,
benzo(b+k)fluoranteno, indeno(1,2,3-cd) pireno). No presente estudo, estes sete HPAs
foram expressos nos resultados como carcinogénicos e acenaftileno, acenafteno,
fluoreno, fenantreno, antraceno, fluoranteno, pireno e benzo(ghi)perileno foram
expressos como outros HPAs. A soma das concentragdes desses compostos nas quatro
amostragens é apresentada na figura 4. Os valores dos HPAs totais mostraram uma
maior evidéncia no periodo ap6s o processo de intervencdo do solo contaminado, em
todos os pontos de amostragem. Dentre eles, 0 Ta010 mostrou teores mais elevados de
HPAs em todos os periodos, sendo que ap6s o procedimento foram os mais altos (0,91
Hg/g), incluindo a predominancia daqueles que sdo considerados cancerigenos ao
homem. Os resultados observados para o arroio (1,2 pg/g) indicaram que este pode estar
contribuindo para a contaminagdo do local Ta010. Nos locais Ta006 e Ta004 foram
encontrados teores de HPAs totais menores nas amostragens anteriores e durante o
tratamento, porém, na maioria delas, as concentracbes de HPAs carcinogénicos foram
maiores que os outros HPAs. Essas respostas elevadas também estiveram presentes em

estudos anteriores, no Ta006 (Costa et al., 2012), mostrando valores até maiores que 0
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ponto critico, Ta010. No local a montante Ta032, os teores encontrados para HPAs

indicaram que esta ocorrendo contaminacao por fonte diversa.

Outros HPAs  m HPAs Carcinogénicos
1,4 -
1,2 -
1,0 I
0,8 -
®
=1
0,6 -
0,4 - .
0,2 - I
[ [ | I
0;0 =7 T I E— R m— T T T ] T T T T ]
~NO W SN O YW SN O VU S| N O VW S o
n = O O|lmn 4 O O|lm 4 O O]l +H O O m
O O O Ol O O Ol O O Ol O O O
[1v] [4v] 4] [1v] [gy] (1v] [1v] [gy] [4v] [1v] (4v] (1v] 4v] [1v] [4v] (1v] <E
A |l F |l +|F F +
ANTES/INVERNO ANTES/VERAO DURANTE/VERAO APOS/VERAO

Figura. 4. Concentracdo Total de HPAs enfatizando a soma dos HPAs potencialmente cancinogénicos
(Grupo 1: Carcigénicos aos humanos; Grupo 2A: Provavelmente carcinogénicos aos humanos; Grupo 2B:
Possivelmente carcinogénico aos humanos) e Outros HPAs: espécies consideradas ndo carcinogénicas em
amostras de extrato organico de sedimentos, nas quatro amostragens: antes, durante e ap6s o processo de
intervencéo.

Respostas observadas para HPAs com potencial cancerigeno permitiu criar um
perfil de contaminacdo (Figura 5). Os dois compostos com concentracGes mais elevadas
foram: o benzo(b+k)fluoranteno presente nos locais Ta006 (0,2 pg/g) e Ta004 (0,2
pg/g) apos a intervencdo do solo contaminado, Indeno(123cd)pireno no Ta01l0 nas
amostragens de inverno antes e de verdo, apds a intervengdo. O benzo(a)pireno,
considerado HPA do grupo 1 (carcinogénico ao homem) foi encontrado nos locais

Ta010, em todas estacOes; Ta006, apos a intervengdo, sendo a maior concentragdo
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observada (0,05 pg/g equivalente de sedimento seco); Ta004 durante e apds o

procedimento e no Ta032 também apos a intervencao.
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Figura. 5. Concentracdo dos HPAs potencialmente cancerigenos (Grupol: Carcigénicos aos humanos; Grupo 2A:
Provavelmente carcinogénicos aos humanos; Grupo 2B: Possivelmente carcinogénico aos humanos); avaliados nos
extratos organicos de sedimentos, nas quatro amostragens do processo de intervencéo.

Os HPAs sdo considerados mutagénicos e requerem a presenca de ativacao
metabolica para mostrar o seu efeito (Courty et al., 2008; Watanabe et al., 2005, 2008).
Embora considerados ndo carcinogénicos para o homem, os outros HPAs também
podem explicar as respostas citotoxicas e/ou mutagénicas observadas, como o pireno
(Ta004), antraceno e fenantreno (ambos no Ta010) encontrados em maiores
concentragdes neste grupo de HPAs, ap0s o processo de intervencdo da area
contaminada. As linhagens mais sensiveis para estes compostos sdo a TA98, que detecta
erros no quadro de leitura e TA100, substituicdo de pares de bases associadas a fracdo
S9 mix. Contudo, foram observados pré-mutagenos também através das linhagens
TA97a, que detecta erros no quadro de leitura. Entre a trés linhagens a TA100,

apresentou respostas mais elevadas de mutagenicidade. Chen & White, (2004) em
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revisdo da literatura, apontou relacdo da atividade mutagénica com a concentragdo
HPAs revelando que 70% da mutagenicidade por substituicdo de pares de bases é
ocasionada pela presenca de HPAs. No entanto, é importante destacar que a mutagénese
observada ¢ o resultado da acdo de uma mistura complexa de substancias, onde o efeito
dos HPAs pode ser devido a ac¢Bes adicionais causados por outros compostos e até
mesmo daqueles com efeitos sinérgicos (Maertens et al., 2008).

O pentaclorofenol, preservante de madeira utilizado na &rea durante a atividade
da usina, embora ndo mutagénico, apresenta efeito sinérgico (Gichner et al.,1998).
Porém este composto organico esteve abaixo do limite de deteccdo nas amostras de
sedimento deste rio em estudos anteriores (Costa et al., 2012). No entanto, sua presenca
foi detectada nas amostras do arroio investigado com valores mais altos do que os
estabelecidos pela legislacdo para prevencdo de solos no Brasil (Brasil, 2009; Costa et
al., 2012) e em amostras de poeira da area residencial da regido do presente estudo
(Coronas et al., 2013). Sua presenca mesmo em niveis basais pode contribuir para a
mutagénese observada (Pohren et al, 2012).

Residuos de metais em decorréncia do CCA (cromo, cobre e arsénio), embora
ndo sejam o foco principal do estudo, podem estar refletindo respostas observadas em
TA97a, linhagem mais sensivel a este grupo de compostos, a partir de possivel presenca
de organo metalicos. No entanto, estudos anteriores indicam que a contaminagdo por
metais, nesta area, estd mais restrita ao sitio contaminado, com concentragdes no
sedimento dentro dos niveis previstos em legislacdo (Costa et al., 2012). As respostas
significativas associadas a esta linhagem foram encontradas nos pontos sob influéncia
da area contaminada (Ta010 e Ta006), aléem do local & montante (Ta032).

A citotoxicidade detectada, principalmente nos locais de influéncia do sitio

contaminado, Ta010 e Ta006, tambem foi observada por Costa et al. (2012). A presenca
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desta caracteristica de maneira constante nas fracGes de sedimentos é uma indicagéo de
que este compartimento ambiental estd acumulando e reprocessando substancias
quimicas (Vargas et al., 2001), podendo alterar a dindmica do ecossitema.

Os resultados obtidos para atividade mutagénica, avaliados nas concentracées
ndo citotdxicas, de uma maneira geral, apresentaram valores mais representativos para
linhagem TAL00, principalmente associados ao sistema de metabolizagdo (S9). Na
revisdo de Chen & White (2004), foi realizada uma anélise dos dados de estudos, em
diversos paises, que aestudaram este compartimento utilizando o teste de Ames com as
linhagens TA98 e TAL100, na presenga e auséncia de S9, classificando as areas em
remotas, urbanas/industriais e altamente contaminadas. Para efeito de comparacgéo, 0s
resultados encontrados do presente estudo consideraram também os valores observados
para TA97a. Assim, as amostras de sedimento do local Ta010, antes e depois do
processo de intervencdo, indicaram uma alteracdo de classificacdo, de area altamente
contaminada, no periodo anterior, com poténcia mutagénica de 1672+215,9 rev/g
equivalente de sedimento seco (TAL100), para urbana/industrial (81+46,9 rev/g
equivalente de sedimento seco, TA97a). Contudo, 0 aumento das respostas positivas
encontradas nas amostras de sedimento em Ta006, ap6s a intervengdo, permitiu
classificar este local como altamente contaminado (764+230,2 rev/g equivalente de
sedimento seco) com valores duas vezes mais elevados do que areas
urbanas/industrializadas Os locais a montante e a jusante apresentaram classificacao
entre areas remotas e urbanas/industrializadas para as linhagens TA97a+S9 (Ta032,
23+7,2 rev/g equivalente de sedimento seco) e TA100+S9 (Ta004, 132+17,8 rev/g
equivalente de sedimento seco).

A avaliacdo da qualidade dos sedimentos, em programas de monitoramento

ambiental, utiliza critérios em funcao das concentracdes de contaminantes, com vistas a
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protecdo da vida aquédtica, baseado em valores-guia, estabelecidos pelo Conselho
Canadense de Ministros do Meio Ambiente (CCME, 2002) para diferentes compostos.
Estes valores-guia foram adotados pela resolugdo CONAMA 344/04 (Brasil, 2004) que
estabelecem diretrizes e procedimentos minimos para a avaliagdo de material dragado.
Baseados na probabilidade de ocorréncia de efeito deletério sobre a biota, 0 menor
limite — TEL (Threshold Effect Level) ou ISQG (Interim Sediment Quality Guidelines)
— representam a concentracdo abaixo da qual raramente sdo esperados efeitos adversos
para 0s organismos e o maior limite — PEL (Probable Effect Level) representa a
concentracdo acima da qual € frequentemente esperado o citado efeito adverso para o0s
organismos. Na faixa entre ISQG e PEL situam-se os valores onde ocasionalmente
esperam-se tais efeitos (CCME, 2002; CETESB, 2006). A legislacdo canadense
(CCME, 2002) estabelece valores-guia para doze HPAs, dos dezesseis considerados
prioritarios pela Agéncia Internacional para Pesquisa sobre Cancer (IARC).

A concentragdo dos HPAs encontrada neste trabalho foi comparada aos valores-
guia desta legislagdo, relacionada com as poténcias mutagénicas de cada local
amostrado nas diferentes fases de intervencdo da area contaminada (Tabela 4). Os
resultados mostraram que os valores, entre 1ISQG e PEL foram observados para oito
HPAs encontrados no rio Taquari, dentre eles: naftaleno, acenaftileno, acenafteno,
fluoreno, fenantreno, fluoranteno, pireno e dibenzo(ah)antraceno.

Dos HPAs provavelmente cancerigenos para o homem, apenas o naftaleno e
dibenzo(ah)antraceno apresentaram valores que podem ocasionar efeitos para 0s
organismos, preponderantemente nos periodos durante e apds a intervengdo. O local
Ta010 apresentou valores entre ISQG e PEL nas diferentes amostragens, sendo também
mais expressivos durante e apds a intervencdo. Estes valores ainda se intensificaram

progressivamente nos locais a jusante da area contaminada, Ta006 e Ta004 nestes
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periodos. A poténcia mutagénica elevada no local Ta006 (1114 rev/g equivalente de
sedimento seco) ap0s 0 processo poderia ser explicada através dos altos valores de
HPAs provavelmente cancerigenos. No arroio também foi possivel notar um grande
namero de compostos com valores entre ISQG e PEL, sendo que para acenafteno foram
observados teores maiores do que PEL, concentracdo acima da qual é esperado danos
aos organismos. Devem ser referidos os valores elevados de potencial mutagénico
observados no local Ta010 antes do periodo de intervencdo, no verdo, com valores—guia
dentro dos limites de 1ISQG, com excecdo do fluoranteno. Da mesma forma, amostras
com poténcias mutagénicas menores (Ta010 durante e ap0s 0 processo) apresentaram
varios HPAs em concentracGes que podem causar provaveis efeitos a biota.

Estas observagdes salientam a importancia da utilizacdo de ensaios biol6gicos
combinados as andlises quimicas no diagnostico da qualidade de ecossistemas
auxiliando na identificacdo dos riscos associados a areas impactadas. Os extratos
avaliados se constituem em misturas complexas de compostos organicos e apenas
alguns destes de forma isolada compdem estes valores-guias. A adocdo desses valores
teve carater meramente orientador na busca de evidéncias da presenca de contaminantes
em concentracdes capazes de causar efeitos deletérios, sobretudo com relacdo a
toxicidade para a biota. No entanto, foi expressivo o decréscimo da qualidade dos locais

estudados nos periodos mais criticos do processo.
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Tabela 4. Concentracdo de doze HPAs avaliados em extratos orgénicos de sedimento do Rio Taquari nas quatro amostragens do processo de intervencdo comparadas com os valores-
guia (CCME, 2002) adotados pela legislagdo brasileira (Brasil, 2004) que estabelecem diretrizes e procedimentos minimos para a avaliagdo de material dragado e comparagdo com a
poténcia mutagénica observada.

HPAs (ug/Kg) Valores-guia ANTES INVERNO ANTES/VERAO DURANTE/VERAO APOS/VERAO

ISQG PEL Ta032 Ta010 Ta006 Ta004 Ta032 Ta0l10 Ta006 Ta004 Ta032 Ta0l0 Ta006 Ta004 Ta032 Ta0l0 Ta006 Ta004 ARROIO
Naftaleno 34,6 391 1,7 4.4 2,5 0,5 5,8 7,7 8 5,6 16,7 29,5 60,6 520 298 71,1 990 809 11,0
Acenaftileno 587 128 1 0,9 0,4 0,4 0,8 0,6 0,6 125 179 123 109 184 148 230 16,5 56,0
Acenafteno 6,71 88,9 0,5 12,4 1,4 0,2 0,2 4,9 0,4 0,2 125 205 116 10,3 - - 20,0 15,7 1005
Fluoreno 212 144 0,9 16,4 0,8 2,5 0,6 10,2 14 0,9 11,8 20,5 110 10,3 149 14,1 22,0 157 1016
Fenantreno 86,7 544 0,7 96,7 2,4 2,9 0,6 70,2 1,5 0,4 125 438 116 109 175 156 350 174 306,0
Antraceno 46,9 245 0,6 54 0,4 0,6 01 142 03 0,1 - 25,0 - 0,0 17,5 102 460 0,0 1457
Fluoranteno 113 1494 12 2652 44 1,8 0,8 150,3 1 0,7 132 625 110 109 175 148 31,0 157 126,1
Pireno 153 1398 0,4 54,1 0,6 0,7 0,2 15 0,2 0,2 11,8 482 110 120 166,7 14,1 270 148 1005
Benzo(a)antraceno 74,8 693 0,5 20,4 0,4 0,2 0,1 7,3 0,2 0,2 18,8 50,0 0,0 15,4 254 214 420 22,6 57,6
Criseno 108 846 0,6 41,1 0,9 0,2 0,2 9,5 0,1 0,2 111 29,5 0,0 9,7 158 125 230 139 21,7
Benzo(a)pireno 88,8 763 29,5 1,4 - - 51 0,6 - - 44,6 - 21,7 - 0,1 - - 30,4
Dibenzo(ah)antraceno 6,22 135 3,6 20,9 4,9 0,9 0,5 6,5 - - - 53,6 - - - - 128,0 22,8
> Poténcia Mutagénica - 125 - - 373 1792 58 - 120 83 - - 23 81 1114 - 433

ISQG ou TEL - concentragdo abaixo da qual € raramente esperado efeito. PEL - concentracdo acima da qual é frequentemente esperado efeito deletério sobre a biota. Negrito: valores
entre 1ISQG e PEL,; Italico: HPAs potencialmente cancerigenos (Grupo 1: Carcigénicos aos humanos; Grupo 2A: Provavelmente carcinogénicos aos humanos; Grupo 2B: Possivelmente
carcinogénico aos humanos); Sublinhado: valor acima de PEL;. Poténcia Mutagénica: somatorio dos valores das respostas em ensaios —S9mix e +S9mix expressos em rev/g equivalente
de sedimento seco.
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4. Conclusdes

A atividade citotdxica e mutagénica das amostras de sedimentos provou ser um
instrumento importante para determinar a degradacéo da qualidade ambiental. A presenca de
contaminantes no local Ta010, mesmo apos a intervencdo, mostraram o0 comprometimento do
rio a partir desta fonte. Estudos revelam que para uma melhor eficiéncia na retirada de
poluentes, como HPAs, tecnologias integradas (quimicas, bioldgicas e fisicas) devem ser
utilizadas para combinar a separacdo e destruicdo de HPAs, evitando que os produtos sejam
deslocados de um local para outro (Gan et al., 2009). Evidéncias deste deslocamento foram
observadas no presente estudo do TA010 para jusante (TA006 e TA004). Para isso, pesquisas
tém sido realizadas na busca de técnica mais adequadas que concentrem uma melhor
eficiéncia e economia, ndo s6 para HPAs como também para outros contaminantes.

As respostas mutagénicas encontradas nos extratos organicos de sedimento dos locais
Ta006 e Ta032 geraram um alerta com a qualidade ambiental dessa regido, que além estar
comprometendo a vida dos organismos aquaticos, podem estar expondo a populacdo humana,
uma vez que estes pontos de amostragens possuem captacdo de agua para abastecimento
publico. Assim, é recomendavel que haja critérios mais seguros na escolha do local para este
uso, devendo apresentar pouca interferéncia de atividades humanas para garantir uma melhor
qualidade da 4gua a seus USUarios.

A composicdo quimica do meio aquatico é muito complexa, permitindo multiplas
interacdes entre componentes bioticos e abioticos, gerando efeitos sinérgicos, antagonicos e
toxicos (Horn et al., 2004). Os valores-guia para HPAs permitiram identificar um decréscimo
de qualidade no sedimento nas areas de maior influéncia do sitio contaminado. Associacao
das informacdes de analises quimicas e biologicas elevam a eficiéncia do diagnéstico. Os

dados do ensaio Salmonella/microsoma em nivel molecular serviram como biomarcadores,
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favorecendo a determinacdo do impacto causado no sedimento do rio Taquari, a partir do sitio
de solo contaminado. Esta propriedade do ensaio e seu uso em areas sob ameaca ambiental
permite o diagnostico da presenca de baixas concentracdes de poluentes mutagénicos/ou
citototoxicos, servindo como um alerta de contaminacdo ambiental e prevencao de danos ao

patrimdnio genético da fauna e da flora afetadas pelas atividades humanas.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Esta dissertacdo foi embasada, em estudos anteriores, na regiao que identificaram rotas
de contaminantes para o rio Taquari, através de sitio com solo contaminado por preservantes
de madeira, com passivo ambiental identificado. Em processos de monitoramento da area,
realizados pela FEPAM, foram identificadas fontes de contaminacao ainda ativas presentes no
solo. Tendo em vista a importancia deste rio para o Estado, através de atividades agricolas,
pecudria, estabelecimentos residenciais e comerciais a possibilidade de risco ao ecossistema e
a saude humana é expressiva. Diante disso, processo Institucional de licenciamento para
remediacdo desse sitio foi realizado para a retirada das principais fontes ativas.

O presente estudo foi desenvolvido com a finalidade de verificar a qualidade deste rio
nas diferentes fases de intervencdo da area. Para este proposito foram utilizados o bioensaio
Salmonella/microssoma para avaliar mutagenicidade e analises de HPAs nos extratos
organicos de sedimentos. Essa analise conjunta é uma ferramenta Util, pois o0 ensaio bioldgico
selecionado ndo se limita a definicdo dos efeitos, mas também pode identificar classes dos
compostos presentes em amostras e contribuir com efeito observado.

A atividade citotoxica e mutagénica das amostras de sedimentos provou ser um
instrumento importante para determinar a degradacéo da qualidade ambiental. A presenca de
contaminantes no local Ta010, mesmo ap0s a intervencdo, mostrou 0 comprometimento do
rio a partir desta fonte. Estudos revelam que para uma melhor eficiéncia na retirada de
poluentes, como HPAs, tecnologias integradas (quimicas, biologicas e fisicas) devem ser
utilizadas para combinar a separacdo e destruicdo de HPAs, evitando que os produtos sejam
deslocados de um local para outro (Gan et al., 2009). Evidéncias deste deslocamento foram

observadas no presente estudo do Ta010 para areas a jusante (TA006 e TA004). Com esta
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meta, pesquisas tém sido realizadas na busca de técnica mais adequadas que concentrem uma
melhor eficiéncia e economia, ndo s6 para HPAs como também para outros contaminantes.

As respostas mutagénicas encontradas nos extratos organicos de sedimento dos locais
Ta006 e Ta032 geraram um alerta com a qualidade ambiental dessas regides, que além de
estar comprometendo a vida dos organismos aquaticos, podem estar expondo a populacao
humana, uma vez que estes pontos de amostragens possuem captacdo de &gua para
abastecimento publico. Assim, € recomendavel que haja critérios mais seguros na escolha do
local para este uso, devendo apresentar pouca interferéncia de atividades humanas para
garantir uma melhor qualidade da 4gua a seus usuarios.

A composicdo quimica do meio aquatico € muito complexa, permitindo maultiplas
interacBes entre componentes bioticos e abioticos, gerando efeitos sinérgicos, antagdnicos e
toxicos (Horn et al., 2004). Os dados do ensaio Salmonella/microsoma em nivel molecular
serviu como um biomarcador, ajudando a determinar o impacto causado no sedimento do rio
Taquari, a partir do sitio de solo contaminado. Esta propriedade do ensaio e seu uso em areas
sob ameaca ambiental permite o diagnéstico da presenca de baixas concentracBes de
poluentes mutagénicos/ou citototoxicos, servindo como um alerta de contaminacdo ambiental
e prevengdo de danos ao patrimdnio genético da fauna e da flora afetadas pelas atividades
humanas.

Na comparagdo dos resultados com os valores-guia 1SQG e PEL para HPAs, estes
dados sugerem atencdo por parte dos Orgdos ambientais, pois foi possivel identificar um
decréscimo de qualidade no sedimento nas areas de maior influéncia do sitio contaminado,
necessitando de intervencdes mais severas para a retirada desses contaminantes. Associacao

das informacGes de analises quimicas e bioldgicas elevou a eficiéncia do diagndstico.
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INTRODUCTION

Ecotoxicology and Environmental Safety focuses on integrated mechanistic research related to short-
and long-term pathways and interactions of toxic substances and chemical mixtures in environmental
systems with emphasis on their bioavailability, assimilation and metabolism in target organisms as
well as biological responses of these organisms, and damage mechanisms (endocrine disruption,
genotoxicity); fates of toxicants in the food chain, including exposures in humans are considered..
The journal prefers interdisciplinary studies of environmental chemistry and toxicology describing
environmental fate and biological fate of pollutants, novel analytical technologies, techniques, and
methods such as biomedical photonic technologies, biomarkers, biosensors, bioanalytical systems,
QSARs, QSPRs, advanced high-performance computational methods, models, and their applications
in obtaining and processing ecotoxicological information. We welcome the applied outcome of complex
ecotoxicological research such as developing the science-based Environmental Quality Criteria (EQC),
standard toxicity tests, techniques, and methods for ecotoxicological evaluation of the environment,
as well as developing ecotoxicologically proven methods and technologies for prevention, interception,
and remediation of human-induced damage to ecosystems. The above scope of the journal is
aimed at providing science-based tools for sustainably managing the environment through risk
assessment, risk characterization, risk prediction, and risk management. Emphasis will be placed on
ecotoxicological animal model studies (rather than rodent models) as well as field studies (rather than
controlled laboratory investigations) dealing with fate and effects of pollutants.

In dose-response studies, nominal exposure concentrations of substances not proved
by measurements are in general not accepted in EESA, and such manuscripts are being
rejected outright. In other words, in experiments dealing with animal exposures, the exposure
regimen/concentrations should be environmentally relevant.

The journal publishes regular research articles. Regular research articles must not exceed 8,000
words. Word limit here is for text only. In principle the number of tables and figures should not
collectively exceed six. Any exceptions should require approval from editors. Review articles are
welcome, but authors are requested to contact the editors for prior approval.

Authors may provide supporting information (for manuscripts exceeding the recommended length),
and this material will be made available online.

BEFORE YOU BEGIN

Ethical statement concerning human and animal subjects is mandatory. For information on Ethics in
publishing and Ethical guidelines for journal publication see http://www.elsevier.com/publishingethics
and http://www.elsevier.com/ethicalguidelines.

All authors are requested to disclose any actual or potential conflict of interest including any financial,
personal or other relationships with other people or organizations within three years of beginning the
submitted work that could inappropriately influence, or be perceived to influence, their work. See
also http://www.elsevier.com/conflictsofinterest. Further information and an example of a Conflict of
Interest form can be found at: http://help.elsevier.com/app/answers/detail/a_id/286/p/7923.

Submission of an article implies that the work described has not been published previously (except
in the form of an abstract or as part of a published lecture or academic thesis or as an electronic
preprint, see http://www.elsevier.com/postingpolicy), that it is not under consideration for publication
elsewhere, that its publication is approved by all authors and tacitly or explicitly by the responsible
authorities where the work was carried out, and that, if accepted, it will not be published elsewhere
in the same form, in English or in any other language, including electronically without the written
consent of the copyright-holder. To verify originality, your article may be checked by the originality
detection service CrossCheck http://www.elsevier.com/editors/plagdetect.
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This policy concerns the addition, deletion, or rearrangement of author names in the authorship of
accepted manuscripts:

Before the accepted manuscript is published in an online issue: Requests to add or remove an author,
or to rearrange the author names, must be sent to the Journal Manager from the corresponding author
of the accepted manuscript and must include: (a) the reason the name should be added or removed,
or the author names rearranged and (b) written confirmation (e-mail, fax, letter) from all authors that
they agree with the addition, removal or rearrangement. In the case of addition or removal of authors,
this includes confirmation from the author being added or removed. Requests that are not sent by
the corresponding author will be forwarded by the Journal Manager to the corresponding author, who
must follow the procedure as described above. Note that: (1) Journal Managers will inform the Journal
Editors of any such requests and (2) publication of the accepted manuscript in an online issue is
suspended until authorship has been agreed.

After the accepted manuscript is published in an online issue: Any requests to add, delete, or rearrange
author names in an article published in an online issue will follow the same policies as noted above
and result in a corrigendum.

This journal offers authors a choice in publishing their research: Open access and Subscription.

For subscription articles

Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a 'Journal Publishing Agreement' (for
more information on this and copyright, see http://www.elsevier.com/copyright). An e-mail will be
sent to the corresponding author confirming receipt of the manuscript together with a 'Journal
Publishing Agreement' form or a link to the online version of this agreement.

Subscribers may reproduce tables of contents or prepare lists of articles including abstracts for internal
circulation within their institutions. Permission of the Publisher is required for resale or distribution
outside the institution and for all other derivative works, including compilations and translations
(please consult http://www.elsevier.com/permissions). If excerpts from other copyrighted works are
included, the author(s) must obtain written permission from the copyright owners and credit the
source(s) in the article. Elsevier has preprinted forms for use by authors in these cases: please consult
http://www.elsevier.com/permissions.

For open access articles

Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete an 'Exclusive License
Agreement' (for more information see http://www.elsevier.com/OAauthoragreement). Permitted
reuse of open access articles is determined by the author's choice of user license (see
http://www.elsevier.com/openaccesslicenses).

Retained author rights

As an author you (or your employer or institution) retain certain rights. For more information on
author rights for:

Subscription articles please see
http://www.elsevier.com/journal-authors/author-rights-and-responsibilities.

Open access articles please see http://www.elsevier.com/OAauthoragreement.

You are requested to identify who provided financial support for the conduct of the research and/or
preparation of the article and to briefly describe the role of the sponsor(s), if any, in study design; in
the collection, analysis and interpretation of data; in the writing of the report; and in the decision to
submit the article for publication. If the funding source(s) had no such involvement then this should
be stated.

Elsevier has established agreements and developed policies to allow authors whose articles appear in
journals published by Elsevier, to comply with potential manuscript archiving requirements as specified
as conditions of their grant awards. To learn more about existing agreements and policies please visit
http://www.elsevier.com/fundingbodies.

This journal offers authors a choice in publishing their research:
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Open access

¢ Articles are freely available to both subscribers and the wider public with permitted reuse

¢ An open access publication fee is payable by authors or their research funder

Subscription

e Articles are made available to subscribers as well as developing countries and patient groups through
our access programs (http://www.elsevier.com/access)

¢ No open access publication fee

All articles published open access will be immediately and permanently free for everyone to read
and download. Permitted reuse is defined by your choice of one of the following Creative Commons
user licenses:

Creative Commons Attribution (CC BY): lets others distribute and copy the article, to create
extracts, abstracts, and other revised versions, adaptations or derivative works of or from an article
(such as a translation), to include in a collective work (such as an anthology), to text or data mine
the article, even for commercial purposes, as long as they credit the author(s), do not represent the
author as endorsing their adaptation of the article, and do not modify the article in such a way as
to damage the author's honor or reputation.

Creative Commons Attribution-NonCommercial-ShareAlike (CC BY-NC-SA): for non-
commercial purposes, lets others distribute and copy the article, to create extracts, abstracts and
other revised versions, adaptations or derivative works of or from an article (such as a translation),
to include in a collective work (such as an anthology), to text and data mine the article, as long as
they credit the author(s), do not represent the author as endorsing their adaptation of the article, do
not modify the article in such a way as to damage the author's honor or reputation, and license their
new adaptations or creations under identical terms (CC BY-NC-SA).

Creative Commons Attribution-NonCommercial-NoDerivs (CC BY-NC-ND): for non-
commercial purposes, lets others distribute and copy the article, and to include in a collective work
(such as an anthology), as long as they credit the author(s) and provided they do not alter or modify
the article.

To provide open access, this journal has a publication fee which needs to be met by the authors or
their research funders for each article published open access.

Your publication choice will have no effect on the peer review process or acceptance of submitted
articles.

The open access publication fee for this journal is $2500, excluding taxes. Learn more about Elsevier's
pricing policy: http://www.elsevier.com/openaccesspricing.

There is no article processing charge for regular article publication, unless you opt for "open access"
and 'color printing of figures'.

Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not a mixture of
these). Authors who require information about language editing and copyediting services pre- and
post-submission please visit http://webshop.elsevier.com/languageservices or our customer support
site at http://support.elsevier.com for more information. The values reported on research papers
should be limited to 3 significant figures, unless required otherwise. Ppm or ppb are not accepted and
this should be presented as mg/kg or g/kg. Centrifugation speed should be presented in x g, not rpm.

Submission to this journal proceeds totally online and you will be guided stepwise through the creation
and uploading of your files. The system automatically converts source files to a single PDF file of the
article, which is used in the peer-review process. Please note that even though manuscript source
files are converted to PDF files at submission for the review process, these source files are needed for
further processing after acceptance. All correspondence, including notification of the Editor's decision
and requests for revision, takes place by e-mail removing the need for a paper trail.

Please submit your article via http://ees.elsevier.com/ees/.
If you have difficulty with your submission or any other questions, please contact the Editorial Office:

Ecotoxicology and Environmental Safety
Editorial Office
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525 B Street, Suite 1800

San Diego, CA 92101-4495, USA
Telephone: (619) 699-6297

Fax: (619) 699-6850

E-mail: ees2@elsevier.com

All submitted manuscripts must include a list of five suggested reviewers. Please include the names
and contact information (including email addresses) for 5 reviewer suggestions. Typically three of
these should be from countries other than those of the authors. Please note that this is a mandatory
element of your submission and the Editorial Office cannot locate reviewers on your behalf. If you are
unable to suggest potential experts in the field, please refer to your references for possible reviewers.

Each manuscript should be accompanied by a letter outlining the basic findings of the paper and their
significance.

PREPARATION

Submission to this journal proceeds totally online and you will be guided stepwise through the creation
and uploading of your files. The system automatically converts your files to a single PDF file, which
is used in the peer-review process.

As part of the Your Paper Your Way service, you may choose to submit your manuscript as a single file
to be used in the refereeing process. This can be a PDF file or a Word document, in any format or lay-
out that can be used by referees to evaluate your manuscript. It should contain high enough quality
figures for refereeing. If you prefer to do so, you may still provide all or some of the source files at
the initial submission. Please note that individual figure files larger than 10 MB must be uploaded
separately.

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can be in any style
or format as long as the style is consistent. Where applicable, author(s) name(s), journal title/book
title, chapter title/article title, year of publication, volume number/book chapter and the pagination
must be present. Use of DOI is highly encouraged. The reference style used by the journal will be
applied to the accepted article by Elsevier at the proof stage. Note that missing data will be highlighted
at proof stage for the author to correct.

There are no strict formatting requirements but all manuscripts must contain the essential elements
needed to convey your manuscript, for example Abstract, Keywords, Introduction, Materials and
Methods, Results, Conclusions, Artwork and Tables with Captions.

If your article includes any Videos and/or other Supplementary material, this should be included in
your initial submission for peer review purposes.

Divide the article into clearly defined sections.

Please ensure your paper has consecutive line numbering - this is an essential peer review
requirement.

Figures and tables embedded in text
Please ensure the figures and the tables included in the single file are placed next to the relevant text
in the manuscript, rather than at the bottom or the top of the file.

Use double spacing. All pages must be numbered, beginning with the abstract. All lines must be
numbered, preferably continuously throughout the entire manuscript.

Use of word processing software

Regardless of the file format of the original submission, at revision you must provide us with an
editable file of the entire article. Keep the layout of the text as simple as possible. Most formatting
codes will be removed and replaced on processing the article. The electronic text should be prepared in
a way very similar to that of conventional manuscripts (see also the Guide to Publishing with Elsevier:
http://www.elsevier.com/guidepublication). See also the section on Electronic artwork.

To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check' and 'grammar-check’
functions of your word processor.
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Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be numbered
1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in section numbering). Use this
numbering also for internal cross-referencing: do not just refer to 'the text'. Any subsection may be
given a brief heading. Each heading should appear on its own separate line.

Introduction
State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed literature
survey or a summary of the results.

Material and methods

Materials and methods should be sufficiently detailed to enable the experiments to be reproduced.
It is mandatory to give formal assurance that any study involving humans or experimental animals
were conducted in accordance with national and institutional guidelines for the protection of human
subjects and animal welfare. No manuscript will be considered unless this information is supplied.

Theory/calculation

A Theory section should extend, not repeat, the background to the article already dealt with in the
Introduction and lay the foundation for further work. In contrast, a Calculation section represents a
practical development from a theoretical basis.

Results should be clear and concise. Discussion should explore the significance of the results of
the work, not repeat them. A combined Results and Discussion section is often appropriate. Avoid
extensive citations and discussion of published literature.

Conclusions
The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which may stand
alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section.

Appendices

If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and equations in
appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eq. (A.2), etc.; in a subsequent appendix,
Eq. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures: Table A.1; Fig. A.1, etc.

e Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid
abbreviations and formulae where possible.

e Author names and affiliations. Where the family name may be ambiguous (e.g., a double name),
please indicate this clearly. Present the authors' affiliation addresses (where the actual work was
done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-case superscript letter immediately after
the author's name and in front of the appropriate address. Provide the full postal address of each
affiliation, including the country name and, if available, the e-mail address of each author.

e Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of refereeing
and publication, also post-publication. Ensure that phone numbers (with country and area
code) are provided in addition to the e-mail address and the complete postal address.
Contact details must be kept up to date by the corresponding author.

e Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article was
done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address') may be indicated as
a footnote to that author's name. The address at which the author actually did the work must be
retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of the
research, the principal results and major conclusions. An abstract is often presented separately from
the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References should be avoided, but if
essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard or uncommon abbreviations should
be avoided, but if essential they must be defined at their first mention in the abstract itself.

Although a graphical abstract is optional, its use is encouraged as it draws more attention to the online
article. The graphical abstract should summarize the contents of the article in a concise, pictorial form
designed to capture the attention of a wide readership. Graphical abstracts should be submitted as a
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separate file in the online submission system. Image size: Please provide an image with a minimum
of 531 x 1328 pixels (h x w) or proportionally more. The image should be readable at a size of 5 x
13 cm using a regular screen resolution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office
files. See http://www.elsevier.com/graphicalabstracts for examples.

Authors can make use of Elsevier's Illustration and Enhancement service to ensure the best
presentation of their images and in accordance with all technical requirements: Illustration Service.

Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet points that convey
the core findings of the article and should be submitted in a separate file in the online submission
system. Please use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet points (maximum 85
characters, including spaces, per bullet point). See http://www.elsevier.com/highlights for examples.

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American spelling and
avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, 'and’, 'of'). Be sparing
with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible. These keywords
will be used for indexing purposes.

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the first page
of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be defined at their first
mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations throughout the article.

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references and do
not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise. List here those
individuals who provided help during the research (e.g., providing language help, writing assistance
or proof reading the article, etc.).

Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system of units (SI).
If other units are mentioned, please give their equivalent in SI. Specially please note, the values
reported on research papers should be limited to 3 significant figures, unless required otherwise. ppm
or ppb are not accepted and this should be presented as mg/kg or g/kg. Centrifugation speed should
be presented in x g, not rpm.

Present simple formulae in the line of normal text where possible and use the solidus (/) instead of
a horizontal line for small fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables are to be presented in
italics. Powers of e are often more conveniently denoted by exp. Number consecutively any equations
that have to be displayed separately from the text (if referred to explicitly in the text).

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article. Many
wordprocessors build footnotes into the text, and this feature may be used. Should this not be the
case, indicate the position of footnotes in the text and present the footnotes themselves separately
at the end of the article. Do not include footnotes in the Reference list.

Table footnotes

Indicate each footnote in a table with a superscript lowercase letter.

Electronic artwork

General points

e Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

e Preferred fonts: Arial (or Helvetica), Times New Roman (or Times), Symbol, Courier.

e Number the illustrations according to their sequence in the text.

¢ Use a logical naming convention for your artwork files.

¢ Indicate per figure if it is a single, 1.5 or 2-column fitting image.

e For Word submissions only, you may still provide figures and their captions, and tables within a
single file at the revision stage.

¢ Please note that individual figure files larger than 10 MB must be provided in separate source files.
A detailed guide on electronic artwork is available on our website:
http://www.elsevier.com/artworkinstructions.
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You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.
Formats

Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalized, please 'save as' or
convert the images to one of the following formats (note the resolution requirements for line drawings,
halftones, and line/halftone combinations given below):

EPS (or PDF): Vector drawings. Embed the font or save the text as 'graphics'.

TIFF (or JPG): Color or grayscale photographs (halftones): always use a minimum of 300 dpi.

TIFF (or JPG): Bitmapped line drawings: use a minimum of 1000 dpi.

TIFF (or JPG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a minimum of 500 dpi
is required.

Please do not:

e Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); the resolution is too low.
e Supply files that are too low in resolution.

e Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or PDF), or
MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted article, you submit
usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear in
color on the Web (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of whether or not these illustrations
are reproduced in color in the printed version. For color reproduction in print, you will receive
information regarding the costs from Elsevier after receipt of your accepted article. Please
indicate your preference for color: in print or on the Web only. For further information on the
preparation of electronic artwork, please see http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Please note: Because of technical complications that can arise by converting color figures to 'gray
scale' (for the printed version should you not opt for color in print) please submit in addition usable
black and white versions of all the color illustrations.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. A caption should comprise a brief title (not on the figure
itself) and a description of the illustration. Keep text in the illustrations themselves to a minimum but
explain all symbols and abbreviations used.

Text graphics
Text graphics may be embedded in the text at the appropriate position. See further under Electronic
artwork.

Number tables consecutively in accordance with their appearance in the text. Place footnotes to tables
below the table body and indicate them with superscript lowercase letters. Avoid vertical rules. Be
sparing in the use of tables and ensure that the data presented in tables do not duplicate results
described elsewhere in the article.

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and vice
versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and personal
communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in the text. If these
references are included in the reference list they should follow the standard reference style of the
journal and should include a substitution of the publication date with either 'Unpublished results' or
'Personal communication'. Citation of a reference as 'in press' implies that the item has been accepted
for publication.

All citations in the text should refer to:

Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and the year of
publication; Two authors: both authors' names and the year of publication; Three or more authors:
first author's name followed by 'et al.' and the year of publication. Citations may be made directly (or
parenthetically). Groups of references should be listed first alphabetically, then chronologically.
Examples: 'as demonstrated (Allan, 2000a, 2000b, 1999; Allan and Jones, 1999). Kramer et al.
(2010) have recently shown ...."
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Reference links

Increased discoverability of research and high quality peer review are ensured by online links to
the sources cited. In order to allow us to create links to abstracting and indexing services, such as
Scopus, CrossRef and PubMed, please ensure that data provided in the references are correct. Please
note that incorrect surnames, journal/book titles, publication year and pagination may prevent link
creation. When copying references, please be careful as they may already contain errors. Use of the
DOI is encouraged.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last accessed. Any
further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a source publication, etc.),
should also be given. Web references can be listed separately (e.g., after the reference list) under a
different heading if desired, or can be included in the reference list.

References in a special issue
Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any citations in
the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference formatting

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can be in any style
or format as long as the style is consistent. Where applicable, author(s) name(s), journal title/book
title, chapter title/article title, year of publication, volume number/book chapter and the pagination
must be present. Use of DOI is highly encouraged. The reference style used by the journal will be
applied to the accepted article by Elsevier at the proof stage. Note that missing data will be highlighted
at proof stage for the author to correct. If you do wish to format the references yourself they should
be arranged according to the following examples:

References should be arranged first alphabetically and then further sorted chronologically if necessary.
More than one reference from the same author(s) in the same year must be identified by the letters
'a', 'b', 'c', etc., placed after the year of publication.

Examples:

Reference to a journal publication:

Van der Geer, J., Hanraads, J.A.]J., Lupton, R.A., 2010. The art of writing a scientific article. J. Sci.
Commun. 163, 51-59.

Reference to a book:

Strunk Jr., W., White, E.B., 2000. The Elements of Style, fourth ed. Longman, New York. Reference
to a chapter in an edited book:

Mettam, G.R., Adams, L.B., 2009. How to prepare an electronic version of your article, in: Jones, B.S.,
Smith , R.Z. (Eds.), Introduction to the Electronic Age. E-Publishing Inc., New York, pp. 281-304.

Journal abbreviations source
Journal names should be abbreviated according to the List of Title Word Abbreviations:
http://www.issn.org/services/online-services/access-to-the-ltwa/.

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your scientific
research. Authors who have video or animation files that they wish to submit with their article are
strongly encouraged to include links to these within the body of the article. This can be done in the
same way as a figure or table by referring to the video or animation content and noting in the body
text where it should be placed. All submitted files should be properly labeled so that they directly
relate to the video file's content. In order to ensure that your video or animation material is directly
usable, please provide the files in one of our recommended file formats with a preferred maximum
size of 50 MB. Video and animation files supplied will be published online in the electronic version
of your article in Elsevier Web products, including ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com.
Please supply 'stills' with your files: you can choose any frame from the video or animation or
make a separate image. These will be used instead of standard icons and will personalize the
link to your video data. For more detailed instructions please visit our video instruction pages at
http://www.elsevier.com/artworkinstructions. Note: since video and animation cannot be embedded
in the print version of the journal, please provide text for both the electronic and the print version
for the portions of the article that refer to this content.
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The journal encourages authors to create an AudioSlides presentation with their published article.
AudioSlides are brief, webinar-style presentations that are shown next to the online article on
ScienceDirect. This gives authors the opportunity to summarize their research in their own words and
to help readers understand what the paper is about. More information and examples are available at
http://www.elsevier.com/audioslides. Authors of this journal will automatically receive an invitation
e-mail to create an AudioSlides presentation after acceptance of their paper.

Elsevier accepts electronic supplementary material to support and enhance your scientific research.
Supplementary files offer the author additional possibilities to publish supporting applications, high-
resolution images, background datasets, sound clips and more. Supplementary files supplied will be
published online alongside the electronic version of your article in Elsevier Web products, including
ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com. In order to ensure that your submitted material is
directly usable, please provide the data in one of our recommended file formats. Authors should
submit the material in electronic format together with the article and supply a concise and descriptive
caption for each file. For more detailed instructions please visit our artwork instruction pages at
http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Electronic archiving of supplementary data enables readers to replicate, verify and build upon the
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