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Carvao e meio ambiente ¢ fruto da
colaboragao de indmeros grupos de tra-
balho da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, tendo contado com pes-
quisadores de outras instituicoes com o
objetivo de estudar os efeitos da explora-
¢ao ¢ do uso do carvio sobre 0 meio ambi-
ente, na Regiao Carbonifera do baixo
Jacui, no Rio Grande do Sul.

A Regiao, Nos seus aspectos ambientais
e sociais, € tratada de modo global na pri-
meira parte do livro, que relata sobre a
geologia, o clima, os solos, a vegetacao e
as caracteristicas demogréficas, economi-
cas e juridico-politicas.

A partir da descricao geral busca-se
uma sintese dos aspectos ambientais.e
socioecondmicos, visando analisar a sus-
tentabilidade econémica e ambiental da
exploragao e do uso do carvio.

Estudos sobre as conseqiiéncias da
queima do carvao, na atmosfera local, no
solo e na dgua, sao abordados nos topicos
ligados ao meio fisico. Especial aten¢ao

estd voltada para a recuperacio de dreas
mineradas e com sugestoes para os toma-
dores de decisao quanto a0 monitora-
mento e 20 gerenciamento ambiental.

Animais e plantas foram alvo de estu-
dos especificos com objetivo de identifi-
car indicadores dos impactos de ativida-
des carboniferas sobre os organismos
vivos, bem como os aspectos relaciona-
dos a satde publica.

A organizacao social da regiao e seu
engajamento na melhoria do ambiente
ocorreram através de estudos sobre as
agoes de educagio ambiental promovidas
por escolas e associagdes comunitdrias.

Quer pela caracterizacao geral da
regiao, quer pelos estudos especificos,
Carvio e meio ambiente trata de forma
aprofundada e original os mais diversos
topicos associados a problemaitica da
exploracao e do uso do carvao e suas con-
seqiiéncias sobre o meio fisico, os orga-
nismos vivos e a sociedade.
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. Carituto 24

AVALIACAO DO METODO
DE BIOINDICACAO DE METAIS-PESADOS
ATRAVES DE PARAMETROS ENZIMATICOS

Alexandre Guimaraes S6 de Castro
Tuiskon Dick

INTRODUCAO

A centenaria exploragdo do carvio na regido do baixo Jacui hoje comega a
instigar certos questionamentos. Qual seria a influéncia desta atividade, muitas vezes
executada de forma inadequada, sobre os recursos naturais da Regido? Em uma anilise
de custo-beneficio, onde estariam embutidos os aspectos sociais e ambientais que com-
provem a lucratividade, eficiéncia e produtividade desta atividade? Quais seriam as areas
mais impactadas até o momento? Que risco estariam sofrendo as espécies que habitam
estas localidades?

No presente trabalho é proposto a utilizagio de um parametro bioldgico indi-
cador, ativacio e inibi¢io da enzima Delta-aminolevulinatodesidratase. Através do mo-
nitoramento passivo com o molusco Ampullaria canaliculata LAMARCEK, 1801), busca-
se verficar a sua eficiéncia nos processos de avaliagdo e monitoramento. O trabalho
estuda a resposta do pardmetro biolégico indicador em areas que possuam influéncia de
atividades antropogénicas e que tenham como subprodutos metais pesados disponiveis
nos cursos d’agua e sedimento.

O aperfeicoamento de metodologias, que possam aferir nio somente a varia-
¢do de concentragdes de poluentes nos componentes biologicos de um sistema, mas
também o efeito real sobre os mesmos com expressdo de uma agressio ao ecossistema,
€ um desafio. Novas informagGes podem ser acrescentadas a este processo, observando-
se a resposta da enzima em condi¢des de campo através do agente Ampullaria canaliculata,
sob a 6tica das Ciéncias Ambientais.

O presente trabalho tem por objetivos: 1. Dar continuidade aos trabalhos de
MARTINS(1986) e BONILLA(1989), com o molusco Awmpullaria canaliculata, a fim de
utiliza-lo como bioindicador de metais-pesados, testando a eficiéncia do percentual de
reativagéio enzimatica da enzima delta ALA-D, como parametro biolégico de resposta,
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indicador de metais-pesados em condi¢Ses de campo. 2. Demonstrar através da meto-
dologia de avaliagio proposta, diferentes areas impactadas por metais-pesados.

REGIAO DE ESTUDO E AREA DE AVALIACAO

A Regiio de Estudo localiza-se na bacia carbonifera do Baixo Jacui, 4rea do
projeto PADCT-CIAMB. Na Regido encontramos trés arroios que desembocam no rio
Jacui, principal corpo receptor do sistema em questdo. Estes sdo o arroio do Conde,
arroio da Porteira e Arroio dos Ratos. Também o Rio Taquari, desemboca dentro dos
limites do projeto. Os principais municipios que compde a area de estudo sido Charque-
adas, Sdo Jeronimo, General Cimara e Triunfo.

As caracteristicas ambientais desta regido sdo diretamente influenciadas pelo
seu hidroperiodo. A capacidade de retengio de 4gua e nutrientes ¢ de vital importancia
para a manutencio deste ecossistema e das interagSes que nele ocorrem. Areas alagadi-
¢as, banhados, lagos temporarios, pequenos corregos e arroios, formam este sistema de
“wetlands”. Matas ciliares, campos alagadigos, macrofitos, gramineas e vegetagio de var-
zea caracterizam de maneira geral a paisagem.

A importincia ecologica desta regido, além do valor da beleza paisagistica, pode
ser definida de maneira geral por se tratar de um ambiente onde inimeras espécies
animais encontram abrigo e alimentagio em abundéncia segundo observagdes em cam-
po e relatos de moradores e pescadores da comunidade.

Mineragio de carvio, de areia pluvial e a metalurgia contribuem de maneira
expressiva para a realidade industrial da regifio. E dificil passar pela Regiio do Baixo-
Jacui, municipios de Charqueadas, Sdo Jeronimo, Triunfo e Gal. Camara, onde foi reali-
zado o trabalho, e nio perceber a intima relagdo da situagio ambiental da 4rea, com a
presenca da industria mineira e metalirgica. Na Resolucdo 001/86 do CONAMA, as
atividades de mineragio e metalurgia, sdo definidas como “potenciais modificadoras do
meio ambiente” ou seja, o simples fato de instalagio e operagio ja significam um risco
ambiental. Em caso de dano ambiental, estas industrias sdo culpadas pelo dano até que
provem o contrario (lei 7347/85). Tal fato é conseqiiéncia de inimeras e classicas rela-
¢Oes de impactos ambientais conseqientes da poluigdo causadas por estes setores da
industria ELLENBERG e outros, 1991).

Uma série de elementos quimicos, estdo associados a produgio da inddstria
carbonifera REDDY & PRASAD, 1990) e metalurgica, entre estes, os metais-pesados.
Alguns destes metais sdo classificados como “substancias potencialmente prejudiciais”
(CONAMA, Resolugio 20/86). Os metais-pesados mais importantes em vista a polui-
¢do aquitica sio zinco, cobre, chumbo, cddmio, merctrio, niquel, cromo e aluminio no
caso de aguas acidas (ABEL,1989). Além do mais, em certas condigdes, estes metais
quando em contato com animais e vegetais podem ser captados e acumulados, causando
graves danos bioquimicos, fisiologicos e genéticos, podendo afetar de maneira expressi-
va o equilibrio do sistema do qual fazem parte os organismos afetados.
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MATERIAIS E METODOS
Avaliacio ambiental e organismos indicadores

Para verificar as condi¢des ambientais de um sistema hidrico, analises fisicas e
quimicas séo suficientes para informar o quanto do poluente se encontra no meio e se
este esta disponivel ou no 2 biota deste sistema. Com o aumento das atividades indus-
triais e, conseqiientemente o acréscimo de poluentes, percebeu-se a necessidade de
avaliar o sistema em uma escala mais profunda.

Neste enfoque, somente os bioindicadores sdo capazes de demonstrar se o
poluente incorporado, causara danos bioldgicos e em que concentragdes isto ocorre.
Também sido os bioindicadores os tinicos “instrumentos’ que respondem a0 mesmo
tempo a agio sinérgica de varios poluentes, sob influéncia das condiges do meio.

Em 1968, PRINGLE e outros, comprovam a capacidade dos moluscos de
concentrar certas substincias a niveis muito mais altos dos que os encontrados no meio.
Em 1977, RAVERA sugete a utilizagio de moluscos gastrépodes como bioindicadores.
Em 1985, BAUMGARTEN, M.G.Z., comprova o bom desempenho de moluscos como
indicadores de metais-pesados em ambientes estuarinos. Em 1990, LAKATOS, Gy. e
outros, utilizam moluscos de agua doce para monitoramento de metais pesados. Atual-
mente além de moluscos, peixes, crustaceos, aves, macréfitos, algas e liquens, até os
homens sdo considerados organismos indicadores.

Além do fato da Ampullaria canaliculata possuir as caracteristicas gerais dos bio-
indicadores (PHILLIPS, 1977), possui também outros atributos necessirios para ser o
bioindicador proposto no projeto, ou seja:

a) estudos preliminares ja haviam sido executados (MARTINS, 1986.,
BONILLA, 1990., TERRA, 1989.);

b) encontra-se em abundéncia na regiio de estudo;

¢) € de facil coleta;

d) é de habito aquatico;

e) tem capacidade de concentrar em seus tecidos, metais toxicos presentes no meio;

f) tém ocotréncia ampla em ambientes aquaticos;

g) é facilmente mantido em laboratério;

h) tém tamanho suficiente para fornecer tecido necessario a etapa laboratorial
proposta;

1) é de habito sedentario;

J) tem presente no tecido escolhido, a enzima delta-aminolevulinato desidratase.

Generalidades sobre Ampullaria canaliculata
(Lamarck, 1801}

A. canaliculata é um molusco da Familia Ampullaridae, que habita dguas conti-
nentais calmas e de salinidade e dureza muito variaveis (HYLTON, 1957). Alimentando-
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se de detritos, de certas plantas aquaticas, animais e vegetais mortos possui parte impor-
tante na cadeia alimentar do ambiente onde se encontra. E predado por pdssaros, jacatés
e tartarugas (GUEDES e outros, 1980). A acumulagio de certos poluentes em seus
tecidos, pode ser um fator importante na contaminagio de seus predadores. A Familia
Ampullaridae possui uma ampla distribuigdo na faixa tropical, chegando ao sul até o
patalelo 38 e ao norte até a zona meridional da América do Norte. No Rio Grande do
Sul estes animais ja foram encontrados em locais como Passo Fundo, Marau, Montene-
gro, Viamio, Gravatai, Porto Alegre, Guaiba, ilhas do Jacui, nas lagoas costeiras ao sul
do Estado (LANZER, 1983).

Parametro biologico indicador

Segundo GIESY & GRANEY (1989), os contaminantes ambientais podem
atingir varios niveis de organizagio e os processos a cada nivel de organizagio podem
ser utilizados para monitorar ou constatar os efeitos téxicos em sistemas aquaticos.

Neste cenario, segundo LIMA (1994), torna-se possivel infetir que a observa-
¢io do dano bioquimico pode gerar uma resposta rapida em relagio a presenga de deter-
minados poluentes que venham a atuar sobre sitios ativos em enzimas.

Ha mais de 10 anos, o Grupo de Bioquimica Ecolégica, formado por docentes
e alunos de pds-graduagio em Ecologia e Bioquimica, desenvolve projetos de pesquisa
com o objetivo de utilizar enzimas como parimetro biolégico indicador. Este pardmetro
enzimatico corresponde a atividade da enzima delta-aminolevulinato desidratase em re-
lagdo a presenga de metais toxicos.

BELLINASO (1985), RODRIGUES (1987), AMAZARRAY, (1986), MAR-
TINS (1986), BONILLA (1989), BAYNI (1990), SCHOLEN (1991), TEIXEIRA (1992)
e LIMA (1994), sdo algumas das dissertagdes em nivel de mestrado que testaram a enzi-
ma delta-aminolevulinato desidratase, como potencial detectora de metais toxicos em
diversos nivets troficos. A enzima ja foi testada exaustivamente em seu comportamento
e purificagio, pelos efeitos téxicos causados por metais em varios niveis troficos, que
vio de algas e fitoplancton (Egerea densa), consumidores primarnios (Ampullaria canalicula-
t4), secundarios (Pimelodus maculatus) até tercirios (humanos).

Muitos elementos-trago do tipo metais-pesados, fazem parte da composigdo
quimica do carvio presente na Regido de estudo. Uma vez disponiveis no ambiente,
estes elementos podem trazer conseqiéncias danosas as populagdes e as relagSes natu-
rais existentes no sistema. O método propde a utilizacio do organismo indicador (Am-
prllaria canaliculata) como agente, e o percentual de reativagio da enzima delta-aminole-
vulinato desidratase como parametro bioldgico indicador em relagio a Cd, Pb, Cu e Ni.

Locais de coleta

Foram criadas trés categorias de ocorréncia para que os locais de coleta perten-
cessem. Foi considerado “evento”, todo o processo, produto, subproduto, rejeito ou
atividade relacionada a industria carbonifera, com potencial poluidor.
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- Anterior a0 evento:

Localizada no 2° disttito de General Camara, Santo Amaro é uma vila de
pescadores que se fixou junto ao “lago” formado pela barragem de Amardpolis. As
aguas do Rio Jacui que formam este “lago” nunca sofreram a influéncia do carvio e por
isso “Santo Amaro” foi considerado como um dos brancos de referéncia.

O ponto de amostragem “Taquari” localiza-se num “lago” formado pelas dguas
do rio Taquari. Apesar deste rio ndo fazer parte da Bacia Carbonifera, desemboca no
Jacui em frente 4 cidade de Sio Jeronimo, dentro dos limites do projeto.

— Durante o evento:

AYVila do Conde faz parte do municipio de Sio Jerénimo. Durante as décadas
de 50 e 60 foi muito utilizada como porto de embarque e desembarque do carvio. Esta
Vila localiza-se na porgo final do Arroio do Conde préximo ao desagiie no Rio Jacui. E
neste local onde estd um ponto de amostragem “Conde”, representativo do Arroio do
Conde. Em frente a Vila, encontra-se a Ilha do Conde, onde esta outro ponto de amos-
tragem representativo do Arroio do Conde chamado “Wet”.

O Arroio da Porteira é outro importante contribuinte da Bacia do Jacui. O
ponto de amostragem localiza-se num lago formado na planicie de inundagdo, ao lado
da ponte que passa sobre a RS 401, na parte final do Arroio. E neste local onde encon-
tra-se o ponto de amostragem ‘“Porteira”.

Em frente ao Arroio da Porteira, encontra-se uma Ilha, como é chamada pelos
pescadores locais, que sofre a inundagio das aguas do Rio Jacui. Neste local encontra-se
o ponto de amostragem “Ilha”, representativo das aguas deste Rio.

O Arroio dos Ratos é outro contribuinte importante na formagio da bacia.
Suas nascentes encontram-se no Municipio de Arroio dos Ratos, area bastante alterada
pelas atividades carboniferas. Em virtude disto, um ponto amostral “Ratos” foi definido
em um lago formado na planicie de inundagio do Arroio, préximo a ponte da RS 401.

— Posterior ao evento:

A area localizada posterior ao evento deveria representar a contribuigio dos
principais corpos d’agua que estivessem dentro dos limites do projeto. Sendo assim, um
ponto de amostragem fot localizado na Ilha dos Dornelles, em uma enseada formada
pelas aguas do Rio Jacui.

Formacdo de equipe de apoio

A participagio da comunidade de pescadores da regido foi indispensavel para o
sucesso do trabalho em campo. Tendo em vista que os pescadores conhecem os corpos
d’agua da regido, os locais que sofrem influéncia de atividades como plantagio, saidas de
esgoto, deposigio ilegal de rejeitos e outras. Além disso os pescadores sabem os locais
mais provaveis de encontrarmos o organismo indicador. O “caramujo”, como chamam,
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¢ utilizado como isca para pesca de espinhal. Nio bastasse isso, os pescadores também
conhecem a dinimica da agua na regido, o que auxiliou na escolha dos locais e periodos
mais apropriados para as coletas. E ainda, existem locais onde o acesso s é possivel via
fluvial. Desta forma, os pescadores também ajudaram no transporte de “caico” até o
local de trabalho.

Em cada area de avaliagio existia pelo menos um pescador responsavel pelas
coletas. O dia de coleta sempre era marcado com antecedéncia para que os pescadores
pudessem aguardar, ou realizar suas atividades antes que chegassemos.

Periodo de avaliacdo

O periodo de coletas em campo foi de novembro/93 a abril/94. A atividade de
campo foi limitada a este petiodo em virtude dos fatores ambientais da regidio (IBGE,
1990) e dos habitos do organismo indicador (BACHMAN, 1960).

Tipo de avaliaciao biolégica

Foi adotado a avaliagio do tipo passiva. Os animais estavam expostos as condi-
¢Oes ambientais sem controle ou monitoramento de variaveis, em todas as etapas do seu
ciclo de vida até a fase adulta. Nao houve nenhum tipo de interferéncia nas cargas e
periodos de exposi¢io em relagdo aos metais pesados que foram analisados.

Campanhas de campo

Campanha I - Foi realizado uma pilotagem em trés 4reas de amostragem. Além
de testar a metodologia de coleta durante esta etapa, fo1 realizada uma “varredura” de
metais na agua, sedimento e tecido animal, para defininir quais os metais seriam prioriza-
dos, uma anilise de parimetros fisicos e quimicos da dgua e uma verificagio da possibi-
lidade da estocagem do material em nitrogénio liquido.

Campanhas II, III, e IV - estas campanhas tinham a finalidade de verificar a
resposta do parametro bioldgico indicador (percentagem de reativagio enzimatica) em
diferentes ambientes. Em cada campanha foram realizadas todas as coletas necessarias
nas oito areas determinadas.

Coletas e medicoes

As coletas de agua foram realizadas com a mesma draga da coleta de sedimento.
A 4gua era armazenada em um frasco plastico de 250ml com 4cido nitrico para posterior
analise de metais. Em outro frasco plastico de 250ml com sulfato manganoso e iodeto
azida era coletada dgua para anilise de oxigénio dissolvido. O sedimento era colocado em
um pote plastico com capacidade de 500ml. Todos os potes de plasticos eram previamente
lavados com detergente, 4cido nitrico e enxagiiados com agua deionizada.

Os animats foram coletados manualmente e colocados em um balde de dez
litros com agua de fundo do local para que fossem transportados até o laboratdrio.
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Neste momento era feita uma rapida verificagio das condigbes gerais dos animais, como
reagéio a0 toque, dimensdes, peso, integridade da concha, retragdo parcial entre outros.

AGUA

Foram analisados, oxigénio dissolvido e alcalinidade e dureza, no dia da coleta,
segundo método utilizado no Laboratério Geral do Centro de Ecologia. A agua coletada
para analise de metal foi preservada sob refrigeracio até o momento das digestdes. As
anilises foram embasadas nos padrdes da Standar Methods 1985, utilizado no Laboraté-
rio de Espectofotometria do Centro de Ecologja.

SEDIMENTO

Os potes de plastico foram colocados em estufa a 60°C, durante 72h. Depois
de seco, o material era retirado dos frascos e colocado dentro de um grau de porcelana,
sendo triturado com um pistilo também de porcelana. Conforme a fragmentagio ocor-
ria, 0 material era disposto sobre folhas de papel craft descartaveis e “‘quarteado”. Parte
deste quarteamento seguia este processo até atingir o peso desejado para a digestio.

MANUTENGCAQ DOS ANIMAIS

Os animais coletados foram colocados em aquarios de vidro correspondentes
a cada ponto de coleta, com proporgio de um litro dgua para cada animal. Nos aquarios
aerados artificialmente, os animais eram mantidos sob estas condigdes durante aproxi-
madamente 24h sem alimentagdo, tempo suficiente para o periodo de aclimatagio.

Apds o petiodo de aclimatagio, os animais eram sacrificados. Era retirado o
tecido a fim de realizar o ensaio enzimatico, para a analise quantitativa de metats e dosa-
gem de proteina.

METAIS-PESADOS ANALISADOS

Apbs a campanha de pilotagem, descrita anteriormente no item 4.1.6, os critérios
para estabelecer os metais foram basicamente a toxicidade do elemento e a concentragio em
que se encontravam. Foram definidos quatro elementos: Cadmio, Chumbo, Niquel e Cobre.

ENSAIO ENZIMATICO

A enzima delta-aminolevulinato desidratase(E C 4.2.1.24), classificada pela “In-
ternational Union of Biochimestry” como 5-aminolevulinato hidroliase, ¢ estudada na
UFRGS desde 1981 e vem sendo presquisada a mais de 40 anos (GRANICK, 1954).

Ap6s as etapas de pesagem, sacrificio, extragio e preparagio do tecido, separa-
¢do de aliquota para analise de metais, centrifugagio, separagio de aliquota para dosa-
gem de proteina era realizado o ensaio enzimatico. O método adotado para obtengio do
parametro biolégico indicador foi estabelecido por MARTINS (1986). (Quadro 1)
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Quadro 1

BRANCO (ml) TESTE (ml)
H,O deionizada/e ou sologdes quelantes 0,28 0,28
e i
Pré-incubagio pos 10 min a 370C
Solugiio de TCA-HgCl, 0,25 ;
smmeee | |
Incubagio por 120 min a 37°C
Solugio de TCA-HgCl, - 0,25
Centrifugagio a 4500 tpm por 10 min
Aliquota de sobrenadante 0,5 0,5
H,O deionizada 0,5 0,5
Reativo de Ehdich 10 10
Desenvolvimento e estabilizagio da cor/5 min
Absorbancia em 555 nm

ANALISES E CALCULOS

Expressio da atividade da enzima

A atividade da enzima D-ala-d, extraida da glandula digestiva-gonada de Az-
pullaria canalicnlata, foi expressa em micromoles de porfobilinogeno (PBG), produzido por
miligrama de proteina presente no meio por minuto de incubagio. A equagio utilizada
para o calculo para a atividade enzimitica especifica foi a mesma em BONILLA (1989):

AtEsp. = 4.Av/ (1000.Ebt.q)
onde “A” é a absorbancia lida em 555nm, “v” é o volume do meio de incubagio apds a
adi¢io de TCA (0,88ml), “b” é o percurso 6tico da cubeta (1cm), “E” é o coeficiente molar
de extingio do composto colorido (0,062 micromoles™. cm™ litro)(MAUZERALL e GRA-
NICK, 1956), e “q” é a quantidade de proteina presente no meio de incubagiio, em mg
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Ja o calculo de reativagio percentual da enzima foi desenvolvido segundo MAR-
TINS (1986). Tendo em vista que foi utilizado DTT(Ditiotreitol) como agente quelante e
protetor sulfidrilico, reativador enzimatico no ensaio, foi calculado um delta percentual de
reativagio enzimatica a partir das diferengas com e sem a presenga de DTT:

Delta % = 100 x (Ativ.com DTT - Ativ.sem DTT)/Ativ. com DTT

Anilise quantitativa de proteinas

Para determinagio da quantidade de proteina no extrato enzimatico, seguiu-se
o mesmo critério metodoldgico adotado por LOWRY er alii (1951).

Anilise quantitativa e calculo do teor de metal nas amostras

Nesta etapa, aliquotas determinadas foram transferidas para pequenos copos
de Becker, previamente secos, tarados e pesados. Este material foi seco até peso cons-
tante em estufa a 80°C por 48h. Em seguida, as amostras foram digeridas em acido
nitrico seguindo o método recomendado por Tolg (Kotz et al, 1972). Ao final da diges-
tao eleva-se o volume final das amostras a 5ml para posterior leitura.

A anglise quantitativa dos metais foi realizada através de um espectofotdmetro
de absorgdo atdmica tipo Perkin-Elmer modelo 2380, forno de grafite ou chama, con-
forme a faixa de concentragdo nas amostras. Para o caculo dos resultados dos teores de
metats foi adotado o método a seguir:

T = Leitura . Diluigdo / Peso seco da amostraem g

Os resultados foram expressos em ppm (mg/1) ou ppb (ug/1), dependendo do
metal e da amostra. Os calculos foram realisados, utilizando-se o peso seco das amostras.

RESULTADOS

Através da Regressdo Multipla, nio foi encontrada diferenga significativa entre
as datas de cada local de amostragem, fazendo-se entéio uma nova regressio incluindo os
locais independente das datas, com o objetivo de verificar quais as variaveis que influen-
ciavam significativamente (0,05) a resposta do parimetro bioldgico indicador. O resulta-
do desta regressdo demonstrou que as variaveis significativas foram:

- teor de Cadmio na 4dgua, teor de Cadmio na glindula digestiva, teor de Chumbo no
sedimento, teor de Cobre na agua, pH da 4gua

Definidas as variaveis significativas, a segunda etapa do tratamento estatistico
dos dados, tinha como objetivo verificar se através da analise dos resultados do delta
percentual de reativagio enzimatica seria possivel determinar diferencas significativas
entre os locais amostrados. Através de uma Andlise de VariAncia, confirmou-se esta
hipétese, ou seja, a resposta do parimetro bioldgico indicador varia entre locais. A partir
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desta perspectiva, foi realizado um teste de Comparagdes Maltiplas de Médias, para
distinguir as diferengas significativas entre os locats, obtendo os seguintes grupos de
locais distintos em relagdo ao grau de influéncia das variaveis significativas:

GRUPO 1: alta influéncia - Ratos, [lha, Conde
GRUPO 2: média influéncia - Porteira, Wet, Posterior
GRUPO 3: média influéncia - Taquard

GRUPO 4: baixa influéncia - Santo Amaro

Existe um decréscimo das médias das resposta do parimetro biolégico indica-
dor em relagdo aos grupos. Forma-se a seguinte ordem decrescente: Grupol, GrupoZ2,
Grupo3, Grupo4. , ‘

Para objetivarmos a andlise dos resultados a seguir, optamos em determinar o
Grupo3 e Grupo4 como um tnico grupo, tendo como base, o fato que Santo Amaro e
Taquari sfo os dois Gnicos locais de amostragem onde, historicamente a influéncia da
mineragio de carvio e seus possiveis impactos ambientais nio ocorrem. Estabelecemos
um critério de analise dos resultados onde, Santo Amaro e Taquari formam a partir de
agora o Grupo 3.

GRUPO 1 - - Ratos, Itha, Conde
GRUPO 2 - - Porteira, Wet, Posterior

GRUPO 3 - Santo Amaro e Taquari

Quando comentamos sobre os resultados apresentados nos histogramas do
percentual de reativagiio enzimatica, refiimo-nos ao mator ou menor intervalo de classe
(STURGES, 1926), como aqueles que compreendem os maiores ou menores valores
obtidos e nio a amplitude dos intervalos.

Tabela 1
Meédia aritmética e erro padrio (x £ EP), intervalo de variagio, amplitude total de varia-
¢io (ATV) e coeficiente de variagdo (CV) dos teores de Cobre (mg/1) na agua de fundo
em cada grupo.

Extremos
Grupo N x + EP Min Max ATV CvV
1 10 0,08 0,03 0,01 0,35 0,34 1,33
2 10 0,06 + 0,04 0,01 0,38 0,37 1,81
3 6 0,03 £ 0,01 0,02 0,04 0,02 0,31
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Tabela 2
Média aritmética e erro padrio (x + EP), intervalo de variagio, amplitude total de varia-
¢do (ATV) e coeficiente de variagio (CV) dos teores de Niquel (ug/1) na agua de de
fundo em cada grupo.

Extremos
Grupo N x + EP Min Max ATV CV
1 10 64,0+ 17,9 0,01 165 - 1649 ,89
2. 10 58,8+ 16,8 11,2 174 162,8 0,90
2 4 43,1 +20,7 11,2 137 125,8 1,18
Tabela 3

Média aritmética e erro padrio (x * EP), intervalo de variagio, amplitude total de varia-
gio (ATV) e coeficiente de variagio (CV) dos teores de Chumbo (ug/1) na agua de
fundo em cada grupo.

Extremos
Grupo N x + EP Min Max ATV CV
1 10 364+12,2 0,01 126 1259 1,06
2 10 20,8 + 8,85 7,20 99 91,8 1,35
3 6  145+340 7,20 30,6 23,4 0,57
Tabela 4

Média aritmética e erro padrio (x + EP), intervalo de variagio, amplitude total de varia-
¢io (ATV) e coeficiente de variagdo (CV) do teor de Cadmio (ug/]) na agua de fundo em
cada grupo.

Extremos
Grupo N x + EP Min Max ATV CV
1 10 0,95 £ 0,55 0,04 5,84 58 1,84
2 10 0,70 £ 0,34 0,24 3,68 3,44 1,54
3 6 0,29 0,04 0,16 0,40 0,24 0,32
Tabela 5

Média aritmética e erro padrio (x * EP), intervalo de variagdo, amplitude total de varia-
¢do (ATV) e coeficiente de vanagio (CV) do delta percentual de reativagio enzimatica.

Extremos
Grupo N x =+ EP Min Max ATV Ccv
1 49 67,8 +£3,93 2,84 98,4 95,6 0,41
2 46 64,6 +3,77 14,3 99,2 84,9 0,40
3 28 37,5+4,49 10,4 97,0 86,6 0,63
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Delta%

1 2 3

grupos

Figura 1. Histograma das médias e erro-padrio do delta % de reativagio enzimatica
dos individuos em cada grupo. As letras a4 e & indicam o grau de similaridade entre os grupos.

Podemos observar na FIGURA 01, onde esta representado um histograma das
médias e erro padrio do delta percentual de reativagdo enzimatica em cada Grupo, que
existe diferenga significativa entre os Grupos 1,2 e 3. Os Grupos 1 e 2 possuem mesmo
grau de similaridade, identificados pela letra a. Nota-se os resultados em ordem decres-
cente Grupo 1, Grupo 2 e Grupo 3.

Quando observamos os resultados dos teores de metais na agua nas Tabe-
las 01,02, 03 e 04, percebemos que para Cobre, Niquel, Cadmio e Chumbo os valo-
res sdo menores para o Grupo 3 se comparados aos Grupos 1 e 2. Este resultado
fortalece diretamente a influéncia que sofre o comportamento da enzima (Tabela

05) quando o organismo indicador encontra-se em um ambiente com a presenga de
certos metats.
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Figura 2. Histograma das freqiéncias relativas do delta % de reativagio enzimatica
em cada grupo por intervalos de classe.

Na Figura 2, onde esta representado um histograma das freqiiéncias relativas
por intervalo de classe do delta percentual de reativagio enzimatica em cada grupo,
notamos que o Grupo 3 possui apenas 7,1% da freqiéncia relativa no maior intervalo de
classe 84-98 enquanto o Grupo 1 apresenta 38,8% e o Grupo 2 32,6%.
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DISCUSSAO

CABRIDEC (1979) apud CHOMENKO (1981), afirma que testes de “bioen-
saios”, s30 © meio apropriado para obter as informagdes referentes 20 comportamento
das substéncias, sua localizagdo no organismo, sua biodegradagio, sua bioacumulagio e
seus efeitos inibidores ou ativadores nos organismos vivos constituintes dos ecossiste-
mas aquaticos e terrestres ao nivel de individuo, populagio e comunidade. No entanto,
torna-se muito dificil reproduzir todos os parimetros e variagdes ambientais que ocor-
rem no ambiente natural e que afetam, diretamente, 0 comportamento da biota aquatica
em relagio as substincias do meio.

Sera que as respostas obtidas sob condi¢es controladas em laboratdrio seriam
repetidas com o organismo bioindicador em condigGes naturais? Para testar o compor-
tamento da enzima como parametro bioquimico de indicagdo de metais pesados, opta-
mos utilizar o monitoramento passivo para complementar os intensos bioensaios reali-
zados anteriormente com Amgpullaria canaliculata.

Sabemos que o delta percentual de reativagdo enzimatica ¢ uma resposta para a
presenga de metais no ambiente. Mas de que forma a enzima se comporta sob a influén-
cia sinérgica dos diversos metais neste ambiente?

No trabalho foi analisado o comportamento da enzima com o registro dos
dados de temperatura, pH, alcalinidade, dureza, oxigénio dissolvido, condutividade, teo-
res de Cobre, Niquel, Cadmio e Chumbo na agua, no sedimento e na glandula digestiva,
peso total dos animais, peso da glandula digestiva e data de coleta. No ambiente onde os
animais se encontravam podetiamos listar ainda uma sér2 de parametros que associados
aos parimetros analisados podem influenciar o comportamento da enzima. Esses dados
e essas relagGes ndo foram avaliadas e dificilmente poderio ser analisadas através do
monitoramento passivo. :

Mas ¢ justamente por este complexo sistema de interagSes entre os fatores que
compde o ambiente nio poder ser compartimentalizado, caso busquemos um parametro que
responda de forma global a este cenario, que a resposta da enzima toma-se tio importante.

Nio podemos esquecer que metais-pesados sao subprodutos de uma gama de
atividades produtivas, desde a agricultura até a navegagio fluvial. O Grupo 3 “branco”
de referéncia no projeto, apresenta um delta percentual de reativagio enzimatica de
37,5%. Quando comparados com os dados obtidos por BONILLA, 1989 com os gru-
pos “brancos” dos experimentos realizados em laboratétio, cerca de 20%, a resposta do
pardmetro indicador em campo, j4 demonstra sinais de inibigio.

Sendo assim, 0 Grupo 3 nio é necessariamente o referencial de Areas sem a presen-
¢a metais-pesados, mas sim areas da regifio sem o poo/ de metais da produgio carbonifera.

Dentre os parimetros analisados, o delta percentual de reativagio enzimatica é
o que demonstra de maneira mais eficiente as diferengas existentes entre os Grupos,
sendo a interpretacio dos resultados eficaz tanto quando analisados através das médias
ou analises de frequencia relativa.
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CONSIDERACOES FINAIS

O delta% de reativagio enzimatica é uma resposta unica a influéncia da interagio
de todos os parimetros que compde o ambiente. Através desta resposta identificamos o
Grupo 3 como sendo aquele onde a atividade enzimatica esta inibida de forma menos
intensa (37,5%), pelos metais presentes no ambiente comparativamente aos Grupos 1
(67,8%) e 2 (64,6%). Esta resposta confirma a hipétese de predeterminar os locais de
amostragem Santo Amaro e Taquani como o Grupo formado por areas anteriores a0
evento “carvio” e definidas como “branco” referencial para os Grupos 1 e 2.

Em fungio dos fatos supracitados recomenda-se:

— Que sejam utilizados parametros biologicos para a avaliagdo de ambientes
aquaticos.

— Que a_Ampullaria canaliculata seja utilizada como organismo bioindicador de
reagdo através do método proposto.

— Que o delta% de reativagdo enzimatica seja utilizado como parimetro bio-
quimico indicador em ambientes aquiticos para a identificagio de areas criticas que
sofram influéncia de atividades potencialmente transformadoras do ambiente que te-
nham subprodutos com metais-pesados.
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