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ABSTRACT

Bellotto, V.R. ; de Brito, P.C. ; Manzoni, G. & Wegner, E. 2005. Biomonitoring of trace metals and biological
effects in introduced mussels related to an industrial plant effluent submarine outflow — Phase |. Braz. J.
Aquat. Sci. Technol. 9(2):33-37. ISSN 1808-7035. Preliminary results from an environmental monitoring program of an
industrial submarine outflow are presented. Introduced mussels technique with Perna perna was applied. Two evaluations
were carried out; one thirty days after the transplant and, another one, sixty days after the first one. Trace metal
bioaccumulation and the associated cellular damage were determined. In the first evaluation, in the beginning of the
industrial activity, concentrations significantly higher of some metals in mussels of the area of the emissary in comparison
with the control site had been registered. In the second evaluation higher concentrations were recorded only for Cd, Zn
and Ni at submarine outflow zone. Despite this, the recorded concentrations remained in the range considered normal for
the studied species and below of the maximum level accepted by law for human consumption. The Neutral Red Assay,

the biomarker applied, evidenced no cellular damage.
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INTRODUGCAO

Para avaliacdo da evolucdo temporal da
bioacumulacéo de metais e das respostas biolégicas a
ela associada, em uma area de descarga de efluente
de uma Planta industrial de beneficiamento de ago, foi
aplicada a técnica, ja bastante difundida, de transplan-
te (Trefry et al., 1995; Bellotto, 2000), com mexilhdes
da espécie Perna perna. Os moluscos bivalves, entre
eles os mexilhBes, séo reconhecidamente os melho-
res biomonitores em ambientes aquaticos e utilizados
em programas nacionais e internacionais de
monitoramento ambiental.

Estes biomonitores podem ser usados para de-
terminar variacfes espaciais e/ou temporais na
biodisponibilidade de metais pesados no ambiente
marinho, oferecendo medidas das fra¢g6es da carga to-
tal de metais no ambiente que séo relevantes do ponto
de vista ecotoxicolégico (Bellotto, 2000). Combinado a
isto, os biomarcadores de efeito tém sido utilizados
com muito sucesso em situagdes de exposicao subletal,
como instrumento de uma adverténcia prévia de estresse
induzido por poluentes. A grande vantagem desses
métodos é sua sensibilidade a baixos niveis de conta-
mina¢do no ambiente, subsidiando tomadas de deci-
sBes, em tempo habil, no intuito de remediar situagdes
de risco, antes que as mesmas alcancem niveis
irreversiveis (Wedderburn et al., 2000).

Dentre os biomarcadores, a analise da estabili-
dade da membrana lisossdmica (teste do tempo de
retencéo do vermelho neutro) em mexilhdes, selecio-
nada para aplicacdo neste trabalho, tém sido intensa-
mente aplicada em monitoramentos de areas costei-
ras sob influéncia de industrias. Este teste evidencia
os efeitos adversos, sofridos pelos individuos expostos
aos componentes disponiveis, através de danos fisiol6-
gicos mensuraveis, sendo, portanto, til na avaliacao
de estresse ambiental.

MATERIAL E METODOS
Area de estudo

O emissario submarino da Planta Industrial esta
localizado na face sudeste da llha de Sao Francisco
(SC) a 600 m da costa, conforme ilustra a figura 1.

Transplante de mexilhdes

Mexilh&es da espécie Perna perna com compri-
mento médio de 4 cm, foram coletados no parque ex-
perimental de maricultura da Enseada de Armacéo de
Itapocoroy, SC, considerada como &rea controle para o
presente estudo. Em seguida, um lote de 100 individu-
os foi separado, colocado em uma lanterna, usada
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Figura 1 - Localizacdo da area de estudo e posi¢do do emissario submarino.

comumente para cultivo de ostra, e reintroduzido na
agua, na area controle. Os individuos restantes foram
colocados em duas lanternas, as quais foram coloca-
das a uma profundidade média de 7 metros, que
correspondia a metade da altura da coluna d”agua, sen-
do uma a 50 metros ao sul e outra a 50 metros ao
norte do emissério. Esta distancia foi definida através
de estudo prévio sobre a disperséo do efluente, que
determinou ser este o raio do campo préximo de influ-
éncia do emissario (Carvalho, 2002). O transplante foi
realizado em 27 de junho de 2003, antes inicio das
operacdes fabris. As coletas dos organismos transplan-
tados ocorreram na fase inicial das atividades fabris,
considerada aqui como FASE 1 do programa de
monitoramento.

Coleta, procedimentos de analises e tratamento de
dados

Em 30 de julho e 02 de outubro de 2003 foram
coletados lotes de 20 mexilhdes, de cada lanterna, para
a analise quimica e teste com biomarcador (Teste do
Vermelho Neutro), cujos procedimentos séo descritos
a sequir.

Teste do Vermelho Neutro (biomarcador de efeito)

O teste de retenc¢do do vermelho neutro utilizado
neste estudo foi desenvolvido a partir dos procedimen-
tos descritos por Lowe & Pipe (1994). Extraia-se a
hemolinfa do masculo adutor posterior com ajuda de
uma seringa hipodérmica, contendo 0,1ml solu¢éo sa-
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lina (pH 7,4). 50 pl da suspensao de células eram de-
positados em uma lamina histologica. Alamina perma-
necia 15 minutos em uma camara Umida e escura para
a aderéncia das células. Em seguida, retirava-se o ex-
cesso da suspenséo e adicionavam-se 50 pl do corante
Vermelho Neutro. Ap6s 15 minutos iniciava-se a obser-
vacao das laminas. Foram observados o tempo de re-
tencdo do corante Vermelho Neutro nos compartimen-
tos lisossémicos e as anormalidades celulares (tama-
nho e forma), através da microscopia optica (x 400),
em intervalos de tempo regulares. O tempo era regis-
trado apenas no momento em que mais de 50% das
células na lamina apresentavam deformidades e efluxo
do corante para o citosol.

Os dados foram registrados como tempo de re-
tencdo do vermelho neutro, aos quais foram aplicados
testes estatisticos apropriados: Kruskal-Wallis-ANOVA
e Dunnett a posteriori para verificacdo da existéncia e
significAncia de diferenca no tempo de retengdo médio
entre a area de estudo e a controle (Zar, 1984).

Determinacédo de metais

Ap0s a realizacao dos testes do Vermelho Neu-
tro o tecido mole de cada mexilh&o foi seco em estufa,
macerado e digerido em uma mistura de &cido nitrico
(suprapur® Merck) e perdxido de hidrogénio (suprapur®
Merck) em bloco digestor a 100 °C.

A determinacgéo quantitativa dos metais foi reali-
zada por Espectrometria de Massa com Plasma
Inductivamente Acoplado (ICP-MS), com equipamento
da marca Perkin EImer modelo Elan 6100. A exatid&o e
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repetitividade do método foram avaliadas através do uso
de material de referéncia certificado (tecido de ostra —
1566b NIST) em triplicata para cada bateria de diges-
tdo de amostra.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a campanha de julho de 2003 foram
registrados valores significativamente mais elevados
(p<0,05) de quase todos os metais para os mexilhdes
coletados na area do emissario, tanto ao norte quanto
ao sul, quando comparados ao controle. A excec¢ao foi
0 cromo, que s6 apresentou concentracao significati-
vamente mais elevada (p<0,05) que o controle ao nor-
te.

Na campanha realizada em outubro de 2003,
entretanto, foram verificadas diferencas significativas

apenas entre as concentracfes de metais dos mexi-
Ihdes coletados ao norte do emisséario em relagédo ao
controle. Para cromo e ferro, ndo foram evidenciadas
diferencas significativas (p>0,05) entre os mexilhdes
da area controle e aqueles coletados na zona de influ-
éncia do emissério.

Os resultados encontrados para zinco sdo se-
melhantes aos relatados por Furley e Oliveira Filho
(2000) em experimento semelhante feito na zona mari-
nha sob influéncia da Industria Aracruz Celulose e da
mesma forma que 14, séo valores considerados nor-
mais e estao dentro dos limites permitidos por lei para
consumo humano de frutos do mar (Tabela 1).

No caso do ferro, se comparado aos resultados
encontrados pelos autores supracitados, as concen-
tracdes encontradas neste estudo séo bastante inferi-
ores as registradas na area daquele trabalho na costa
do estado do Espirito Santo. Para cadmio, entretanto,

Tabela 1 - Concentragdes médias de metais (mg/kg de peso seco) e desvios padres (desv.pad) em mexilhdes de area controle e
transplantados para a zona de influéncia direta do emissario submarino, para os periodos de julho e outubro de 2003. Destacadas em
italico estdo as médias de concentracéo, expressas em peso Umido, para fins de comparagdo com os limites maximos permitidos (LMT)
para consumo humano pela legislacéo brasileira (Decreto n°® 55871, de 26/03/1965).

Data L ocal par ametro Cu Cr Cd Zn Ni Sn Fe
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
30/7/2003 Controle média 5,57 0,72 079 9585 7,92 0,33 67,60
desv.pad 1,23 0,12 0,20 1840 2,26 0,06 14,78
médiap.umdo 084 011 012 1438 1,19 005 10,14
30/7/2003 Norte média 7,07 0,94 1,39 12690 12,08 046 114,24
desv.pad 1,07 0,22 020 21,8 3,90 0,14 19,44
médiap.umdo 106 014 021 1903 181 007 17,14
30/7/2003  Sul média 6,94 0,86 1,31 12533 16,44 0,37 109,68
desv.pad 2,51 0,24 0,48 4517 594 0,07 43,60
médiap.Umido 1,04 0,13 0,20 1880 247 0,06 16,45
2/10/2003 Controle média 6,99 1,03 1,11 14891 848 0,27 190,44
desv.pad 2,20 0,56 043 423 314 0,08 59,13
média p.Umido 1,05 0,15 017 22,34 1,27 0,04 2857
2/10/2003 Norte média 12,14 1,47 168 22113 1245 050 196,84
desv.pad 6,79 0,81 0,70 101,49 5,95 0,32 82,38
média p.Umido 1,82 0,22 0,25 3317 1,87 0,08 29,53
2/10/2003  Sul média 7,84 0,96 1,22 17790 1061 0,34 220,74
desv.pad 2,71 0,34 0,44 59,07 4,88 0,11 186,30
média p.dmido 1,18 0,14 0,18 26,69 159 0,05 3311
LMT (p.umido) 30 0,1 1,0 50 50 250
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as concentracdes encontradas neste trabalho foram
superiores aquelas reportadas por Furley & Oliveira Fi-
Iho (2000), considerando a &rea de referéncia do traba-
Iho destes autores, onde as concentracdes de Cd nos
mexilhdes variaram de 0,1 a 0,85 mg/kg.

Da mesma forma, quando comparados com re-
sultados encontrados por outros autores em diferentes
regides naturais e/ou levemente impactadas por me-
tais e reas contaminadas por metais (Tabela 2), pode-
se considerar que as concentragcfes encontradas nes-
te estudo, para todos os metais investigados nos me-
xilhdes Perna perna, transplantados para a zona do
emissario submarino da Planta Industrial da Vega do
Sul estdo dentro dos padrdes de ambientes naturais.

Comparando-se, ainda, as concentragdes médi-
as de metais nos mexilhdes transplantados, bem como
naqueles da &rea controle, com o limite maximo de
tolerancia para contaminantes inorganicos em alimen-
to para consumo humano (Tabela 1), segundo a legis-
lagcéo vigente, constata-se que, com excecao do cro-
mo, os demais metais estdo bem abaixo do limite mé-
ximo permitido.

No caso do cromo, nédo so no presente estudo,
mas em diversos outros ja realizados foi constatado
que as concentracdes deste metal em moluscos
bivalves, mesmo em &reas isentas de qualquer tipo de
poluicao, sdo geralmente superiores aos limites maxi-
mos toleraveis. Ferreira et al. (2000) destacam esta
questao, ressaltando que “medidas equivocadas de res-
tricdo do consumo de certas espécies importantes na
dieta alimentar da populacéo podem ser eventualmen-
te tomadas” e consideram que “uma nova revisdo des-
tes indices se faz necessaria, de preferéncia seguindo-
se critérios internacionais de quantificagédo, por meio
de testes de toxicidade”.

O cromo é um metal que apresenta um dos mai-
ores fatores de acumulagdo em moluscos bivalves como
o Perna perna (Bellotto, 2000), fazendo com que pe-
guenas concentracfes no ambiente possam resultar
em elevados niveis de acumulac¢éo no organismo.

Avaliacao da integridade da membrana lisossémica
(Teste do Vermelho Neutro)

Moluscos de &reas potencialmente impactadas
apresentam um menor tempo de retencéo do vermelho
neutro pelos compartimentos lisossdmicos e levam
menos tempo para apresentar anormalidades em suas
células, devido a reducéo da estabilidade da membra-
na lisossomal, quando comparados com moluscos
oriundos de areas limpas (Nascimento et al., 2002).

Na campanha de 30 de julho, verificou-se que os
mexilhdes da area controle levaram 78,8 minutos em
média para demonstrar estresse, enquanto 0os mexi-
Ihdes da &rea de estudo, coletados ao norte e ao sul do
emissario levaram em média, respectivamente 66 e 93
minutos para demonstrar estresse. A analise estatisti-
ca evidenciou diferenca significativa (p<0,05) entre a
area norte e sul do emissario; ndo havendo, porém,
diferenca significativa destas com relagéo ao controle,
indicando que as condi¢des dos organismos na area
de estudo podem ser consideradas normais, até aque-
le momento.

Para os mexilhdes coletados em 02 de outubro
de 2003, néo se verificou diferenca significativa (p<0,05)
no tempo de reten¢do do Vermelho Neutro entre a area
de influéncia do emissério submarino e o controle; indi-
cando mais uma vez, ndo haver efeito negativo do lan-
camento do efluente industrial sobre os mexilhées na
area de estudo.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos até o momento indicam
gue ndo esté ocorrendo acumulacao significativa de
metais pela biota, indicando que a disponibilidade de
metais no meio nao esta sendo ampliada pela ativida-
de da planta industrial e a pequena elevagao dos niveis
de metais nos mexilhdes n&o resultou em efeitos da-
NOSO0S aos 0rganismos.

Tabela 2 - Concentragbes médias de metais, expressas em mg/kg de peso seco, em mexilhdes da espécie Perna perna coletados em
areas classificadas como naturais e/ou sob baixo impacto de contaminacdo por metais (N.I = 1) e contaminadas por metais (N.I=2)

L ocal N.I. Cu Cr Cd Zn Ni Fe Referéncia
Baia de Guanabara 2 14,5 565,5 19 1715 Rezende e Lacerda (1986)
Baia de Sepetiba 2 6,5 1,0 205,3 7.4 Carvalho et al (1993)
Angrados Reis 1 8,9 1,0 153 9,8 Carvalho et al (1993)
Macaé 1 51 1,3 0,3 79 8,6 675 Carvahoetal (1998)
Praia do Retiro/RJ 1 6,0 1,7 0,3 40 12 1190 Ferreiraetal (2000)
Buena/RJ 1 6,7 14 0,3 42 4 1000 Ferreiraetal (2000)
Barra do Furado/RJ 1 5,7 25 0,3 51 12 1200 Ferreiraetal (2000)
Penha/SC 1 10 2,3 1,3 128,3 9,3 Bellotto (2000)
Penha/SC 1 6,3 0,87 0,95 122,4 8,2 129,0 este estudo
Zona do emissario 8,5 1,1 1,4 162,8 12,9 160,4 este estudo

N.I= nivel de impacto
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