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INTRODUCAO

Um dos graves problemas de poluicdo aquatica, sdao os derramamentos
acidentais e despejos de derivados de petroleo que além de causarem prejuizos
ambientais e financeiros, mobilizam a opinido publica e demandam acdes legais e
indenizatodrias.

Tal poluicdo representa um risco significativo para a vida aquatica e para o
ambiente costeiro (praias, costdes rochosos, manguezais, entre outros) onde
derramamentos ocorrem mais frequentemente, especialmente em regifes proximas
a campos produtores de petrdleo, ao longo das principais rotas de petroleiros e perto
das principais instalacbes de manuseio de petréleo tais como portos e refinarias
(MARTINEZ-GOMEZ et al., 2010).

A expectativa da Agéncia Internacional de Energia (AIE) € um aumento de
1,01% da producao de petréleo no mundo em 2014 em relagéo a 2013, passando de
91,2 milhdes de barris/dia para 92,4 milhdes de barris/dia (AIE, 2014). De acordo
com as projecOes feitas pela AIE, a producdo brasileira de petrdleo vai subir dos
atuais 2,2 milhées de barris por dia para 4,1 milhdes de barris/dia em 2020, e para 6
milhdes de barris/dia em 2035, sendo que o aumento dessa producdo, sera devido
principalmente aos campos de exploragdo do pré-sal. Em pouco mais de 20 anos, o
pais vai praticamente triplicar sua producao de petroleo.

Portanto, em que pese as politicas de destinacdo do 6leo para outros usos
(petroquimico, etc.) e o empenho crescente para o desenvolvimento de fontes
renovaveis de energia em todo o mundo e no Brasil, certamente durante os proOximos
50 anos e, provavelmente por um tempo mais longo do que isso, assistiremos a um
risco crescente de acidentes envolvendo Oleo cru e combustiveis derivados.

Devido ao consumo intensificado das sociedades e a logistica envolvendo
toda a cadeia produtiva do petréleo, o risco de derramamentos de petréleo (6leo cri)
e de seus derivados esta, portanto, juntamente com a producdo e uso, em franco
crescimento.

As atividades decorrentes da industria do petréleo envolvem as etapas de
exploracdo, perfuracdo, producéo, transporte, refino e distribuicdo, todas essas
etapas possuem potencial de causar uma série de impactos ao ambiente.

O transporte € uma das etapas onde o risco de acidentes € maior. O

transporte de produtos de petroleo ndo se limita aos navios; muitas vezes o
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transporte é realizado através de barcacgas fluviais, gasodutos, ferrovias e rodovias.
Acidentes envolvendo armazenamento e transporte terrestre tém resultado em
grandes lancamentos no ambiente de petréleo e de seus derivados (API, 1998).

Em 2012, o Brasil contava com 601 dutos destinados a movimentacdo de
petréleo, derivados, gas natural e outros produtos, perfazendo 19,7 mil km de
extensdo. Destes, 150 dutos, num total de 14,3 mil km, eram destinados ao
transporte, e 451 dutos, totalizando 5,4 mil km, a transferéncia (ANP, 2013).

Segundo a Lei 9.478 de 1997 (Lei do Petroleo), o transporte € a
movimentagéo de petrdleo, seus derivados, biocombustiveis ou gas natural em meio
ou percurso considerado de interesse geral e a transferéncia é a movimentacéo de
petréleo, seus derivados, biocombustiveis ou gas natural em meio ou percurso
considerado de interesse especifico e exclusivo do proprietario ou explorador das
facilidades.

Dentre os contaminantes mais frequentemente citados em casos de
contaminacao de solo e agua subterranea em funcdo do cadastramento, no estado
de S&o Paulo e, mais recentemente, em outros estados como o Rio de Janeiro,
estdo os derivados de petrdleo, particularmente combustiveis compostos por
hidrocarbonetos monoaromaticos benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno (BTEX),
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA) e hidrocarbonetos totais de petréleo
(HTP). A CETESB atualiza anualmente o levantamento sobre areas contaminadas e,
na atualizacdo de dezembro 2012 constatou que de um total de 4.572 areas
contaminadas cadastradas no Estado de S&o Paulo, aproximadamente 80% eram
postos de abastecimento de combustiveis. Esses dados refletiam a época, a
obrigatoriedade da vistoria das instalacbes dos tanques subterraneos para a
obtencéo da licenca de operacao dos postos de gasolina.

Em 2013 o INEA divulgou a relagdo de areas contaminadas no estado - 12
edicdo do Cadastro de Areas Contaminadas e Reabilitadas no Estado do Rio de
Janeiro - onde se constatou que o0s postos de combustiveis S0 0s responsaveis por
mais da metade desses terrenos contaminados, seguida das atividades industriais,
aterros de residuos e atividades de transporte. Das 160 areas monitoradas, 67 estédo
contaminadas, mas ainda nao iniciaram nenhum tipo de tratamento no local. Outras 64
estdo em tratamento e seis foram recuperadas.

Apesar do vazamento acidental de 6leo de dutos ter sido reduzido nas ultimas

décadas e novas regulamentacdes relativas a seguranca dos petroleiros e a
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prevencdo da poluicdo por derramamentos de petréleo no ambiente marinho terem
sido adotadas, a crescente demanda por petrdleo continua a representar um risco de
poluicdo por hidrocarbonetos e, portanto, de dano potencial para os ecossistemas
costeiros e marinhos (MARTINEZ-GOMEZ et al., 2010).

Produtos petroliferos refinados, como 0Oleo diesel, querosene de aviacdo e
gasolina, sdo misturas complexas, sendo que o grau de toxicidade desses produtos
depende da composicdo do combustivel e da porcentagem de cada constituinte.
Alguns compostos sdo cancerigenos, mutagénicos ou genotoxicos para 0S seres
humanos, animais, plantas e microrganismos. A toxicidade decorrente da
contaminacdo por hidrocarboneto de petrdleo é também dependente do tempo
transcorrido, das caracteristicas fisicas e quimicas do local e da quantidade de
produto derramado do vazamento (YANG et al., 2009).

Progressos significativos foram alcancados ao logo da ultima década quanto
ao conhecimento sobre os efeitos agudos de derramamentos de petrdleo no
ambiente afetando tanto a flora quanto a fauna (NEFF et al., 2000; KOYAMA;
KAKUNO, 2004; BARATA et al., 2005; VERA; TAM; PINTO, 2009). Esses estudos
sdo importantes para se avaliar o nivel de impacto sobre o ecossistema e as
melhores formas de recuperacao da area contaminada.

Uma analise da literatura nacional e internacional demonstra a falta de um
ponto de vista em comum, a respeito das propriedades téxicas das diversas fracbes
de petréleo para os organismos vivos. Em trabalhos mais antigos de alguns autores
(MIKHAYLOVA, 1986; LASDAY; MARTENS, 1976; LEE; WINTERS; NICOL, 1978) o
grau de toxicidade e os efeitos cumulativos do petréleo e seus derivados sdo
considerados como diretamente dependentes da sua solubilidade em agua. Os
dados nesses estudos evidenciam uma maior toxicidade para 0s peixes e
invertebrados das fracbes de petrleo contendo quantidades maximas dos
hidrocarbonetos aromaticos sollveis em agua.

Ao mesmo tempo, foi demonstrado por Bobra et al. (1989) que a fracéo
insoltvel de petroleo tem a maior toxicidade e tal toxicidade depende da distribuicdo
dimensional das particulas de petroleo emulsionado e da temperatura. O
componente sollvel é caracterizado por uma toxicidade relativamente baixa, o que

muda apenas ligeiramente sob intempéries.
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Em um vazamento, tanto na origem quanto no percurso, a gasolina pode
percolar solo adentro e atingir a agua subterrdnea, integrando-se a um fluxo
subterraneo em direcdo a uma area de alagado ou corpo hidrico receptor. As
sondagens e amostragens de matrizes ambientais atingidas sédo importantes para o
diagnostico ambiental da 4rea contaminada e as a¢cfes necessarias para mitigacéo e
remediagdo da mesma. Em derramamentos recentes, a gasolina derramada
apresenta em sua composicdo, concentracdes significativas de compostos
monoaromaticos do grupo BTEX. No caso de contaminagdes antigas e expostas ao
intemperismo, 0s compostos BTEX estariam na sua maior parte ausentes devido aos
processos de volatilizac&o, foto-oxidacdo, restando apenas concentragcdes bem mais
baixas de HTP ou HPA (CORSEUIL; KAIPPER; FERNANDES, 2004).

A possibilidade de ocorréncia de vazamentos em oleodutos e tanques
subterrdneos de postos de gasolinas € real e por isso, existe a necessidade de
monitoramentos peridédicos para garantir que possiveis derramamentos ndo atinjam
o lencol freatico.

O ambiente aquéatico é afetado por uma mistura complexa de contaminantes
guimicos. Segundo Walker et al. (2003) existem poucas pesquisas sobre os efeitos
cumulativos de varios tipos de hidrocarbonetos em combinagcdo com outros tipos de
contaminantes (pesticidas, metais, farmacos, entre outros) para que se possa avaliar
a toxicidade e a resposta dos organismos sob condicBes experimentais.

Verifica-se uma caréncia de dados sobre misturas binarias de combustiveis e
sobre as mudancas da toxicidade ocorridas em &reas alagadas com contaminacao
recente e antiga devido ao intemperismo, tendo em vista a dificuldade de
intervencdo para remediacdo. Verifica-se, portanto, uma demanda por
conhecimentos sobre os efeitos toxicos decorrentes de contaminagdes recentes e,
principalmente, sobre a toxicidade remanescentes em ecossistemas aquaticos apés

acidentes envolvendo principalmente misturas, tais como gasolina e alcool.
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1. OBJETIVOS

1.1. Objetivo Geral

O presente trabalho teve por objetivo geral, avaliar através de simulacdo em
escala de bancada, a toxicidade aguda em ambiente aquatico sobre Daphnia similis,
observada imediatamente apos um derramamento de gasolina, alcool e de mistura
de gasolina e alcool, assim como a toxicidade remanescente em ensaios com as
fracbes soluvel e dispersa, apos remocdo de volateis em simulacdo de
intemperismo. Simultaneamente, o estudo incluiu o diagnostico da toxicidade

remanescente em uma area alagada com contaminacéo antiga por gasolina.

1.2. Objetivos Especificos

» Avaliar a toxicidade aguda da gasolina e alcool separadamente e em misturas
sobre Daphnia similis;

« Avaliar a toxicidade aguda da Fracdo Dispersa em Agua (FDA) de gasolina
isoladamente e em combinacéao com alcool sobre Daphnia similis;

« Avaliar a toxicidade aguda da Fracdo Solivel em Agua (FSA) de gasolina
isoladamente e em combinacao com o alcool sobre Daphnia similis;

» Determinar e analisar os efeitos interativos dos combustiveis em termos de
toxicidade aguda;

« Avaliar a toxicidade aguda remanescente de amostras de agua superficial,
subterranea e sedimentos provenientes de uma area alagada com historico de
derramamento de gasolina (aged contamination) sobre Daphnia similis;

» Discutir os efeitos de uma contaminacdo antiga sobre uma area impactada por

gasolina através do ensaio de toxicidade aguda com Daphnia similis.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Contaminacdo ambiental por derivados de petrol  eo

O petroleo €& encontrado naturalmente em determinadas formacgoes
geoldgicas, como as bacias sedimentares com caracteristicas muito especiais para
ocorrer a formacédo deste mineral (MILANI et al., 2000). O petréleo € uma mistura
complexa de hidrocarbonetos, constituido basicamente por carbono e hidrogénio e
em menores proporgdes ha oxigénio, enxofre, tracos de nitrogénio e alguns metais.

A Tabela 1 mostra a composicao dos principais constituintes do petroleo.

Tabela 1 - Composicao elementar média do petrodleo.

Elemento % em peso
Carbono 82a87%
Hidrogénio 11 a15%
Oxigénio 0a0,5%
Enxofre 0a8%
Nitrogénio 0al%
Metais (Fe, Al, Cu, Na, etc) 0,3%

Fonte: BUTT, DUCKWORTH E PERRY (1986).

Os hidrocarbonetos de petréleo possuem em sua constituicdo atomos de
carbono e hidrogénio arranjados em varios tipos de configuracdes estruturais,
podem ser agrupados em quatro classes principais (API, 1999).

A introducéo de hidrocarbonetos no ambiente pode ocorrer através de
fontes naturais ou antropogénicas. As fontes naturais dos hidrocarbonetos sédo a
gueima de florestas, pastagens e atividades vulcanicas. A origem antrdpica ocorre
através da queima incompleta de combustiveis fésseis, vazamentos acidentais de
oleodutos e de tanques de armazenamento superficiais ou subterrdneos de
derivados de petrdleo, navios e refinarias, entre outros (ALBERS, 2003; HEATH;
KOBLIS; SAGER, 1993). A Figura 1 mostra exemplos de estruturas quimicas

correspondentes a cada classe de hidrocarbonetos.
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Figura 1 - Estruturas quimicas correspondentes a cada classe de hidrocarbonetos.
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Fonte: API (1999).

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA) estdo diretamente
relacionados a efeitos téxicos nos organismos, sendo que alguns deles estdo
associados a efeitos mutagénicos, carcinogénicos e teratogénicos. A toxicidade é o
resultado da absorcéao de hidrocarbonetos dissolvidos pelos organismos aquaticos, e
isso pode levar a uma grande variedade de respostas fisioldégicas (NRC, 2003). O
quadro geral é muitas vezes complexo, porgue uma série de processos, como a
biodegradacdo, bioacumulagdo e biotransformacdo Vvao determinar a
biodisponibilidade e potencial toxico dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(HPA) e outros compostos relacionados ao petroleo (NRC, 2003; VAN DER OOST;
BEYER; VERMEULEN, 2003). HPA com peso molecular mais elevado (mais de trés

anéis aromaticos) sdo menos soluveis em agua do que HPA com dois ou trés anéis,
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resultando em menor degradabilidade e, consequentemente, maior potencial de
bioacumulacdo em cadeias alimentares peldgicas e acumulagdo nos sedimentos
(MARTINEZ-GOMEZ et al., 2010). Moléculas de HPA com baixo peso molecular s&o
consideradas mais toxicas para 0s organismos aquaticos do que aquelas com peso
molecular mais elevado. Tal efeito &, em parte, ligado a capacidade destes
compostos acumularem-se nos tecidos dos organismos. Moléculas com 6 ou mais
anéis aromaticos tornam-se incapazes de atravessar as membranas celulares
devido ao seu tamanho (OGP, 2005).

A natureza quimica e fisica do 6leo cru ou dos produtos refinados determina o
destino e os efeitos destes compostos em ecossistemas marinhos. Os 6leos mais
leves irdo se espalhar mais rapidamente na superficie da agua e podem ser
altamente toxicos para os seres humanos, peixes e outros organismos. Apesar de
ter uma taxa rapida de evaporacédo, estes tipos de 6leo ndo tendem a aderir aos
sélidos, mas pode penetrar em materiais porosos incluindo sedimentos argilosos ou
arenosos, persistindo em tais matrizes (MARTINEZ-GOMEZ et al., 2010).

Por outro lado, os 6leos mais pesados, como sdo adsorvidos a materiais
sélidos, ndo penetram facilmente em materiais porosos. Estes tipos de 6leo séo
relativamente densos e, muitas vezes afundam. A toxicidade aguda de Oleos
pesados € muito mais baixa do que a dos 6leos mais leves, mas a fauna presente
nos sedimentos pode ser sufocada por 6leos pesados (MARTINEZ-GOMEZ et al.,
2010).

Entre os componentes biol6gicos dos ecossistemas marinhos, organismos
plancténicos sédo particularmente suscetiveis a poluicdo do petréleo cru.

Zooplanctons sao guiados pelas correntes, alcancando areas altamente
poluidas por derivados de petréleo. Pequenas goticulas de 6leo cru (1 a 100 um de
diametro) que permanecem nha coluna d’agua sao frequentemente ingeridas por
zooplancton (ALMEDA et al., 2013). Alguns dos componentes do 6leo cru, tais como
os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos sdo altamente toxicos para o0s
zooplancton e passiveis de serem acumulados e transferidos através da cadeia
alimentar (BERROJALBIZ et al., 2009; GRAY, 2002).

Gasolina: A gasolina é uma mistura complexa de derivados do petrdleo,
sendo que os hidrocarbonetos que a compdem sao predominantemente alifaticos ou
aromaticos. Os compostos alifaticos incluem constituintes como o butano, o penteno

e 0 octano. Os compostos aromaticos incluem o benzeno, o tolueno, o etilbenzeno e
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os xilenos (BTEX). A composicao da gasolina esta relacionada com o petréleo que a
originou, com o processamento utilizado para o seu refino e também com a
existéncia ou ndo de aditivos para minimizar seus impactos sobre o ambiente,
aumentar o seu desempenho e reduzir os desgastes mecéanicos de motores
(PENNER, 2000).

A Tabela 2 apresenta as principais caracteristicas fisico-quimicas dos BTEX.

Tabela 2 - Caracteristicas fisico-quimicas dos BTEX.

Caracteristicas Benzeno Tolueno Etilbenzeno o-Xileno m-Xileno p-Xileno
Formula quimica CeHs C/Hg CgHap CsHio CgHa1p CgHa1p
Massa molar (g/mol) 78 92 106 106 106 106
Sol. em agua (mg/L) 1700 515 152 180 160 198
Densidade especifica
0,8787 0,8669 0,8670 0,8802 0,8642 0,8610
(20°C) (g/mL)
Ponto de ebuligéo (°C) 80,1 109,6-111,6 136 143-145 139 138
Coef. de particao
2,13 2,69 3,15 2,77 3,20 3,15
octanol-agua (log Koy)
Constante da Lei de
5 0,55 0,67 0,80 0,50 0,70 0,71
Henry (kPa m™ mol)
Polaridade Apolar Apolar Apolar Apolar Apolar Apolar
Biodegradabilidade Aerébia  Aerob/Anaerdb Aerbbia Aerébia  Aerobia  Aerébia

FONTE: CHRISTENSEN; ELTON, 1996.

A Figura 2 apresenta a estrutura quimica dos hidrocarbonetos mono-
aromaticos presentes na gasolina.

Quando ocorre um vazamento de gasolina a partir de tanques de
armazenamento, forgas gravitacionais atuam direcionando o fluido para as camadas
mais profundas do solo (SANDRES, 2004).

Em um vazamento de tanques de gasolina em postos de combustiveis, uma
das principais preocupacfes € a contaminacdo de aquiferos que sejam usados

como fonte de abastecimento de agua para consumo humano.



Figura 2. Estrutura quimica dos BTEX.

o &5 O

Benzeno Tolueno Etil-benzeno
CHy CH, CH;
o, o
CHa
CH;
Meta-xileno Orto-xileno Para-xileno

Os compostos BTEX, por estarem presentes em significativas concentracées
na gasolina, e por possuirem uma razoavel solubilidade em agua, sdo os
contaminantes que primeiro irdo atingir o lencol freatico. Estes contaminantes sao
considerados substancias perigosas por causarem alteracbes do sistema nervoso
central, e por causarem leucemia em exposicdes crénicas principalmente devido a
exposicao por via respiratoria (BAIRD, 2002; CORSEUIL; MARINS, 1997).

Os compostos BTEX possuem peso molecular baixo, sdo altamente volateis e
degradados rapidamente na coluna d’agua, possuem pouca afinidade com tecidos
lipidicos de organismos aquaticos e sor¢cdo a matéria organica (OGP, 2005). Em
geral, a toxicidade aumenta com o aumento do peso molecular, no entanto, devido a
rapida perda destes componentes na &gua devido a alta volatilizacdo dos
compostos, a exposi¢cao dos organismos é baixa (OGP, 2002).

Dentre os BTEX, o benzeno é considerado o mais toxico e 0 composto com o
mais baixo padrao de qualidade de agua, 5 pg/L, segundo as normas da Portaria n°
2914/2011 do Ministério da Saude. Sao apresentados na Tabela 3 os valores
méaximos permitidos para os BTEX pelas principais legisla¢cfes existentes no pais. A
Portaria n°® 2914/2011 do Ministério da Saude, dispde sobre a qualidade da agua
para consumo humano e seu padréao de potabilidade; o CONAMA 357/2005 dispde
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sobre a classificacao e diretrizes ambientais para o enquadramento dos corpos de
agua superficiais e 0 CONAMA 430/2011 dispbe sobre as condi¢cdes e padrdes de

lancamento de efluentes.

Tabela 3 - Valores méximos definidos pela legislacéo brasileira para os BTEX.

Portaria MS CONAMA 357/2005
2914/2011 Classe 1 CONAMA 430/2011
Aguas doces

Parametros Valor maximo Valor maximo Valor maximo
Benzeno 5 ng/L 5 ug/L 1,2 mg/L
Etilbenzeno 200 ug/L 90 ug/L 0,84 mg/L
Tolueno 170 pg/L 2,0 ug/L 1,2 mg/L
Xileno 300 pg/L 300 pg/L 1,6 mg/L

Fonte: CONAMA, 2005 e 2011; MINISTERIO DA SAUDE, 2011.

No que diz a respeito da tabela acima, o padrao de potabilidade definidos pelo
Ministério da Salde, para os BTEX, sdao de grande importancia, visto que, a
contaminacdo de aguas subterrdneas por derivados de petroleo constitui uma
verdadeira ameaca para a populacdo, uma vez que a pluma de 6leo chegando ao
lencol freatico pode impossibilitar a exploracdo destes, afetando o abastecimento
dos mananciais.

Em um vazamento por derivados de petréleo no solo, o comportamento dos
compostos € conduzido por diferentes fatores que incluem propriedades fisico-
quimicas, o processo de transporte e migracdo dos contaminantes e fatores
ambientais como temperatura e precipitacdo (FATORELLI, 2005; KAIPPER, 2003).
Algumas destas propriedades fisico-quimicas dos compostos s&o: a solubilidade
aguosa, pressao de vapor, a constante da lei de Henry (Ky), o coeficiente de particdo
solo-agua (Kg), o coeficiente de particdo agua-octanol (Koy), 0 coeficiente de particdo
carbono organico—agua (K..), a densidade e viscosidade, propriedades estas
utilizadas para determinar os coeficientes de particdo dos contaminantes organicos
entre as diferentes fases do sistema (KAIPPER, 2003).
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No solo, os componentes volateis, como BTEX, podem ser volatilizados para
a fase gasosa e, a seguir, podem ser perdidos para a atmosfera, ou adsorvidos nos
sélidos dos solos, ou dissolvidos na solugcdo do solo ou na agua subterranea
(FERREIRA, 2003). O volume de combustivel retido pelo solo ir4 determinar tanto o
grau de contaminacéo (residual) quanto o potencial de transporte e a contaminacgéo
das 4guas subterrdneas (DUARTE, 2003).

Segundo Oliveira (1992), a quantidade de produto que ira atingir o lencol
freatico dependera da sua quantidade inicial, da distancia vertical que separa o
ponto de vazamento ou derramamento do lencgol freatico e da quantidade residual do
produto que ficara retida pelo solo.

Dutos subterraneos representam um desafio Gnico para o estado, pois,
milhares de quildmetros de dutos sdo abandonados e enterrados, muitas vezes
atravessando propriedades particulares, estaduais e federais. Muitos destes
oleodutos tornaram-se parcialmente expostos, criando riscos potenciais de

vazamento que podem alcancar o aquifero e contamina-lo (WOOTTEN, 2009).

2.2. Efeito da presenca do alcool na gasolina

Nas industrias petroliferas e quimicas, nas companhias de distribui¢cdo, e nos
postos de gasolina onde os tanques subterraneos de armazenamento de 6leo diesel
sdo geralmente instalados proximos aos tanques de alcool, em caso de
derramamento ou vazamento, grandes proporc¢des de Oleo diesel poderéo entrar em
contato com o alcool, e as interacdes entre os hidrocarbonetos e o etanol podem
afetar o comportamento daqueles no sistema. A adicdo de etanol aumenta a
solubilidade dos hidrocarbonetos em agua e a mobilidade dos BTEX (benzeno,
tolueno, etilbenzeno e xileno) dissolvidos na dgua subterranea, além de dificultar a
biodegradacao natural (Figura 3) (FERNANDES; CORSEUIL, 1996; FERNANDES,
1997; CORSEUIL; MARINS, 1997; KULKAMP, 2003).

No Brasil é adicionada a gasolina uma proporcéo de 20 a 25% de alcool. Este
é utilizado para aumentar a octanagem da gasolina, diminuindo assim a quantidade
de monéxido e dioxido de carbono na atmosfera. No entanto, o etanol pode
aumentar a massa dos hidrocarbonetos na agua subterrdnea devido ao efeito de

cossolvéncia e é um substrato preferencial para os microrganismos do aquifero,



27

dificultando a acao de transformacdo dos contaminantes BTEX (FERNANDES;
CORSEUIL, 2001).

Figura 3 — Aumento da solvéncia do BTEX em virtude da presenca do alcool etilico.

Fonte: SINMEC, 2013.

O élcool é solavel em agua (um composto polar) e em gasolina (formada
predominantemente por compostos apolares). Devido a tal propriedade, o alcool é
classificado como um cossolvente. Isto implica que, em uma mistura bifasica
contendo agua e gasolina, ao misturar-se alcool, este sera distribuido em propor¢des
distintas entre a fase gasolina e a fase aquosa. Esta distribuicdo é razoavelmente
complexa, pois a presenca de etanol na agua faz com que a solubilidade dos
compostos da gasolina aumente. Logo, numa mistura bifdsica de dgua e gasolina
contendo é&lcool tem-se uma fase aquosa contendo agua, etanol e gasolina e uma
fase “oleosa” contendo gasolina, alcool e agua, sendo que a partir de uma
determinada proporcao de etanol no sistema agua-gasolina-etanol, este passa a ser
unifasico (OLIVEIRA, 2000).

A presenca do &lcool na gasolina provoca o rompimento das ligacbes
intermoleculares  dos  hidrocarbonetos, facilitando sua evaporacdo, e
consequentemente aumentando a pressdao de vapor da mistura (CRUZ;
CARVALHO; STRAGEVITCH, 2003).
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2.3.  Aimportancia do biomonitoramento e dos bioind icadores

De acordo com Markert et al. (1999), o biomonitoramento € uma abordagem
que permite observar o impacto de fatores externos sobre os ecossistemas e seu
desenvolvimento ao longo de um periodo, ou de determinar diferencas entre um
local e outro.

Ainda segundo Cairns e Van der Schalie (1980) o biomonitoramento pode ser
definido como o uso sistematico de respostas bioldgicas para avaliar mudancas no
ambiente, com a intencdo de estabelecer um programa de controle de qualidade.
Quando realizado com regularidade, o emprego sistematico de organismos no
processo de biomonitoramento oferece a oportunidade de avaliar o impacto de
contaminantes para o ambiente aquatico de forma mais realista (CAIRNS, 1982).

Um bioindicador € um organismo (ou parte dele ou ainda um grupo de
organismos), que dara informag6es sobre a qualidade do ambiente. Assim, 0 uso de
bioindicadores deve ajudar a descrever o ambiente natural, detectar e avaliar os
impactos de origem antropogénica para avaliar a restauracdo ou recuperacao do
mesmo (MARKERT, 1995).

Bioindicadores e, em particular, organismos como peixes sao sensiveis ao
impacto de misturas de produtos quimicos em um determinado ecossistema
aguatico. Contaminantes causam geralmente, uma gama de efeitos e respostas.

Varios contaminantes téxicos e bioacumulativos sdo encontrados em
concentragbes muito baixas na agua, e, frequentemente, em niveis elevados nos
sedimentos. Avaliacdes de risco com base apenas em dados de andlises de agua
podem ser enganosas. Por outro lado, os dados obtidos das analises de sedimentos
podem nao ser representativos das concentragcdes dos contaminantes na coluna de
agua e ndo podem dar informacdes sobre os padrées de contaminagdo nos niveis
mais altos da cadeia alimentar (BINELLI; PROVINI, 2003).

Em estudos de contaminacdo de ambientes aquaticos, tanto a coluna d"agua
guanto os sedimentos sdo compartimentos importantes para avaliagcdo da toxicidade.
Um bioindicador ideal deve apresentar as seguintes caracteristicas:

» Sensibilidade alta a diversos agentes quimicos;
» Facilmente cultivavel em laboratorio;
» Espécie de pequeno porte e ciclo de vida curto;

» Distribuicdo ampla ou cosmopolita;
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» Espécies com estabilidade genética que possibilitem a obtencdo de lotes

uniformes de organismos.

A Tabela 4 apresenta os organismos mais utilizados de diferentes grupos

para ensaios ecotoxicoldgicos.

Tabela 4 - Exemplos de organismos bioindicadores utilizados na avaliagcdo dos

efeitos toxicos das substancias no ambiente aquéatico.

Grupo de organismos

Exemplos de organismo s

Bactérias

Vibrio fischeri*

Microalgas
Algas

Scenedesmus sp.

Pseudokirchneriella subcapitata

Chlorella vulgaris

Skeletonema costatum*

Macroalgas

Ulva lactuca*
Macrocystis pyrifera*

Rotifero

Brachionus plicatilis”

Anostraceo

Thamnocephalus platyurus

Equinodermos

Lytechinus variegatus*

Crustaceos Microcrustaceos

Daphnia sp.
Ceriodaphnia dubia
Artemia salina*
Gammarus sp.
Mysidium sp*

Mexilhdes
Moluscos Ostra

Perna perna*
Mytilus edulis*
Crassostrea virginica*

Peixes

Danio rerio
Pimephales promelas
Poecilia vivipara®
Oreochromis niloticus

* Espécies de ambiente marinho; * Espécies eurialinas.

Algumas espécies bioindicadoras sao notoriamente utilizadas por possuirem

métodos de cultivo e de ensaios padronizados. No Brasil, as normas recomendadas

para ensaios ecotoxicoldgicos sdo da Associacdo Brasileira de Normas Técnicas

(ABNT), porém, existem normas padronizadas para ensaios ecotoxicolégicos

pertencentes a outras organizacoes, tais como Sociedade Americana para Materiais
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e Testes (ASTM), a Organizacdo Internacional para Padronizacdo (ISO), a
Organizagéo para Cooperacao e Desenvolvimento Econémico (OECD) e a Agéncia

Americana de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (US EPA).

2.4. A ecotoxicologia

O principal objetivo da Ecotoxicologia € estudar disturbios estruturais e
funcionais induzidos a curto, médio e longo prazo por fatores de contaminacdo nos
ecossistemas, incluindo fatores fisicos, quimicos, e, por vezes, biolégicos que
resultam essencialmente de efeitos diretos e indiretos das atividades antropogénicas
(BOUDOU; RIBEYRE, 1997).

De acordo com Costa et al. (2008), os ensaios de toxicidade sdo uma
importante ferramenta para avaliar a qualidade das aguas e a carga poluidora de
efluentes, uma vez que somente as analises fisico-quimicas tradicionalmente
realizadas, como Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO), Demanda Quimica de
Oxigénio (DQO), sdlidos suspensos, analise de metais e outras de carater organico
e inorganico, ndo sao suficientes para avaliar os efeitos da contaminacéo sobre os
sistemas biolégicos. Os resultados das analises quimicas por si s6 ndo mostram o
impacto ambiental causado pelos contaminantes porque nao avaliam os efeitos
sobre o ecossistema. Somente o estudo de sistemas biolégicos (organismos ou
partes deles) pode detectar os efeitos toxicos das substancias. A aplicacdo dos
ensaios de toxicidade na analise ambiental é bastante abrangente e sua importancia
aumenta na proporcao que cresce a complexidade das transformacdes quimicas no
ambiente (MAGALHAES; FERRAO-FILHO, 2008).

Apesar da sua importancia, entretanto, os ensaios de toxicidade nao
substituem as andlises quimicas tradicionais. Enquanto as analises quimicas
identificam  substédncias e quantificam suas concentracbes, 0S ensaios
ecotoxicolégicos avaliam os efeitos das substancias sobre os organismos. Desta
forma, as analises quimicas e 0s ensaios de toxicidade sdo complementares
(COSTA et al., 2008).

A ecotoxicologia aquatica tem como objetivo avaliar os efeitos de substancias
toxicas sobre os organismos pertencentes a ecossistemas aquaticos. Envolve o

transporte, distribuicdo, a transformacdo e o destino final dos contaminantes no
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ambiente aquatico. Estas etapas dependem principalmente das propriedades do
ambiente e das caracteristicas do contaminante (RAND; WELLS; McCARTY, 1995).

De acordo com Sinderman (1996), as respostas da biota aos contaminantes
sao distribuidas no tempo, algumas ocorrendo imediatamente apds o evento
poluidor outras respondem ao poluente depois de um longo tempo de estimulo.

Muito dos ensaios de toxicidade com organismos aquaticos estao
relacionados com a absorcéo direta de substancias quimicas da agua. Os produtos
quimicos podem estar em solucdo, em suspensdo ou ambos (WALKER et al., 1996).

Contaminantes sollveis em agua sao introduzidos nos organismos aquaticos
por meio da superficie do corpo (exposi¢cdo dérmica) e pelos tecidos respiratérios.
Contaminantes presentes nos alimentos podem ser ingeridos (exposicdo oral) e
absorvidos pelo trato gastrointestinal, enquanto que contaminantes adsorvidos em
particulas e sedimentos podem penetrar no organismo por exposi¢cdo dérmica ou
respiratdria, a medida que vao sendo dessorvidos para a 4gua que esta em contato
com o organismo aquatico (HOLT, 2000; HERMENS; HERINGA; LAAK, 2007).

Segundo Escher et al. (1997) a biodisponibilidade dos contaminantes
guimicos é dependente de processos biogeoquimicos e fisioldégicos, € um importante
fator, frequentemente negligenciado nas avaliacdes ecotoxicoldgicas e nas analises
de risco. A fracdo biodisponivel é critica para a absorcdo e, finalmente para a
concentracdo do contaminante nos sitios-alvo. Os efeitos ecotoxicolégicos séo
dependentes da fracdo biodisponivel dos contaminantes e as concentracdes nos
organismos induzem efeitos moleculares que desencadeiam uma variedade de
manifestacdes toxicas nos organismos (Figura 4).

A absorcdo e o efeito de substancias quimicas nos organismos nao sao
determinados unicamente pela concentracdo biodisponivel desta substancia, mas,
também por fatores bioldgicos, principalmente a suscetibilidade dos organismos.
Diferencas na suscetibilidade entre as espécies ou popula¢bes da mesma espécie
estdo relacionadas com a diferenca na morfologia, estagio de desenvolvimento,
sexo, genotipo, atividade metabdlica e da histéria individual. Além disso, os
organismos podem evoluir gerando mecanismos de protecdo em resposta a
continua exposicdo a elevadas concentragfes de uma substancia quimica, e isto,
pode resultar em uma tolerancia aumentada para o produto quimico (ESCHER et al.,
1997).



32

Figura 4 — Biodisponibilidade do contaminante e toxicidade.
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Fonte: Adaptado de ESCHER et al. (1997).

Efeitos da contaminacdo por hidrocarbonetos sobre o zooplancton séao
dependentes de fatores intrinsecos (fase da vida da espécie, tamanho) e extrinsecos
(concentracdo de Oleo, tempo de exposicao, temperatura, salinidade, radiacdo UV,
uso de dispersantes quimicos) (SAIZ et al., 2009; JIANG et al., 2010).

Os hidrocarbonetos lipofilicos da fracdo solivel em agua se acumulam no
fitoplancton causando efeito toxico direto além de bloquearem a fotossintese (JIANG
et al., 2010; PELLETIER et al., 2006).

Durante uma exposicdo breve e limitada a substancias toxicas, peixes
respondem em um nivel sub-celular, mas geralmente 0s organismos podem
compensar o efeito toxico, e sua saude nao ser afetada. Entretanto, exposicoes
prolongadas podem induzir uma sequéncia de alteragbes funcionais e estruturais
prejudicando suas funcgdes vitais (CHOVANEC; HOFER; SCHIEMER, 2003).

Impactos ecotoxicolégicos ao nivel de ecossistema podem levar de meses a
décadas (exemplo: contaminantes organicos) e causar sérios disturbios ecologicos.
Conhecimento basico dos processos ecoldgicos é essencial em qualquer estudo
ecotoxicolégico. Conhecer estes processos sao a base de referéncia para definir o
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grau de impacto do ecossistema, a sua reversibilidade e estimar qualitativa e

quantitativamente os riscos de média a longa duracao (FENT, 2003).

Figura 5 - Cronologia de efeitos induzidos apds a exposicdo a contaminantes

toxicos, com mudancas na comunidade e na estrutura do ecossistema.
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Fonte: Adaptado de SHEEHAN (1984).

A entrada de um contaminante toxico em um determinado ecossistema pode

induzir respostas comportamentais e bioguimicas em um organismo. Segundo

Sheehan (1984), estas respostas sdo baseadas em efeitos bioldgicos diretos,

incluindo a mortalidade das diferentes fases da vida e as perturbacdes dos ciclos
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reprodutivos e os efeitos bioldgicos indiretos, essencialmente aqueles baseados na
interacdo espécie-espécie, que desempenham um papel fundamental na estrutura e
funcdo dos sistemas (relacdes troficas atraves da interacdo predador e presa,
perturbacdo dos habitats).

A maioria dos ecossistemas aquéticos experimentam algum nivel de
exposi¢do cronica ou subletal devido as inUmeras emissdes de contaminantes que
sdo despejadas diretamente neste ambiente, cujas fontes podem ser classificadas
em pontuais ou ndo pontuais (SCHLENK et al., 1996).

De acordo com Costa et al. (2008), as emissOes de fontes pontuais séo
facilmente detectadas e controladas e, geralmente, resultam em descargas diretas
dos contaminantes nos corpos d’agua. Ja as emissdes ndo pontuais sao de dificil
controle, variam com o tempo e 0 espaco e podem envolver rotas que resultem na
deposicao parcial dos contaminantes antes deles atingirem os corpos hidricos.

Ao nivel genético, os derivados do petréleo promovem a diminuicdo na
sintese de acidos nucléicos e a reducdo no teor de proteinas em fitoplanctons,
danificando e impedindo a replicagcdo do DNA (JIANG et al. 2010). A exposi¢cdo aos
HPA, por exemplo, altera e reduz a expressao de genes responsaveis pela producéo
de pigmentos fotossintéticos (clorofilas e carotenéides) (ROMERO-LOPEZ; LOPEZ-
RODAS; COSTAS, 2012) e pelas proteinas necessérias para a divisdo celular em
diatoméaceas (GILDE; PINCKNEY, 2012), além de inibir a replicacdo do DNA (JIANG
et al.,, 2010). As bifenilas policloradas (PCB) e hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPA) sédo potentes indutores da enzima CYP1A em peixes
(STEGEMAN; HAHN, 1994) e em outros animais aquaticos. A inducdo de CYP1A
pode ser considerada como um processo que resulta numa alteracdo do
metabolismo e em disturbios do equilibrio hormonal, mas também como um
processo adaptativo a exposicéo crénica a essas substancias. A inducdo de CYP1A
pode ser utilizada como um biomarcador para a avaliacdo ecotoxicolégica de
amostras ambientais (ESCHER et al. 1997). Os peixes sdo capazes de transformar
ou metabolizar HPA rapidamente através da ativacdo de um sistema de
detoxificagédo (enzimas oxidase de funcéo mista) (OGP, 2005).

Em estudos com peixes expostos ao petréleo ou seus derivados foram
observados alteracbes branquiais, desorganizacdo das lamelas secundarias,
proliferacéo celular, descolamento de epitélio branquial, fusédo lamelar, descolamento
de epitélio e hiperplasias (AKAISHI et al., 2004; NERO et al., 2006).
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Em animais como ratos, os hidrocarbonetos interagem com o DNA resultando
em mutacdes e cancer. Existem fortes evidéncias de que este potencial esteja
relacionado a sua biotransformacéo, com a formacédo de subprodutos altamente
reativos que podem ligar-se ao DNA e a proteinas, com interferéncia nos processos
de reparo e replicacdo celular, resultando em danos cromossOmicos e muitas vezes
carcinogénese (KODO FILHO, 2006). Além disso, desencadeam a producdo de
metabdlitos altamente reativos e por possuirem uma alta afinidade com a molécula
de DNA, realizam pontes covalentes com essa, resultando na formacdo de adutos
(PISONI et al., 2004). As alteracdes nas cadeias de DNA podem causar severas
mutacdes e induzir a uma cascata de eventos subsequentes levando, dentre outros
a morte celular, disfuncdées na replicacdo e reparacdo das fitas ou mesmo a um
processo descontrolado de divisGes celulares (HIURA et al., 1999; VERNIER, 2001).
Os estudos em toxicologia aquatica sdo qualitativos e quantitativos em relacdo aos
efeitos tOxicos sobre 0s organismos aquaticos. Os efeitos toxicos podem incluir
efeitos letais (mortalidade) e efeitos subletais, dentre eles, alteragdes no
crescimento, desenvolvimento e reproducéo, respostas farmacocinéticas, patologia,
bioguimica, fisiologia e comportamento. Os efeitos podem ser expressos através de
critérios mensuraveis como o numero de organismos mortos, alteragdes no tamanho
e peso, percentagem de ovos eclodidos, entre outros (WALKER et al., 1996).

Os efeitos crbénicos do 0Oleo sobre espécies de coluna de agua incluem a
interrupcdo neurossensorial, anormalidades comportamentais e de desenvolvimento
e fertiidade reduzida (GREEN; TRETT, 1989; RATUSHNYAK et al., 2009). O
petrdleo derramado na superficie da agua também limita a troca de oxigénio, o
revestimento das branquias dos organismos aquaticos, pode causar lesbes
patolégicas em superficies respiratorias, e assim, gerar problemas graves para o0s
organismos aquaticos (BHATTACHARYYA; KLERKS; NYMAN, 2003).

2.5. Ensaios de toxicidade

2.5.1. Ensaios de toxicidade aguda

Ensaios de toxicidade sado experimentos bioldgicos com diferentes espécies
na presenca de substancias quimicas ou amostras ambientais. Eles sdo requeridos

para avaliacdo de risco de produtos quimicos novos ou preexistentes, assim como o
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monitoramento da qualidade ambiental (dgua, solo, sedimento) (RATTE,
HAMMERS-WIRTZ; CLEUVERS, 2003).

Os ensaios de toxicidade aguda sdo desenvolvidos para determinar a
toxicidade relativa de uma substancia sobre um organismo aquatico selecionado,
exposto a vérias concentracdes desta substancia, em um curto periodo de tempo.
Sdo caracterizados por abrangerem um curto periodo do ciclo de vida dos
organismos-teste, e, portanto, um periodo variavel para cada espécie. O tempo de
exposicdo pode compreender de minutos (como o caso da bactéria Vibrio fischeri) a
96 horas.

Os ensaios de toxicidade aguda sdo Uteis porque estabelecem uma referéncia
inicial e expressam o potencial téxico relativo (ZAGATTO; BERTOLETTI, 2008).
Apresentam algumas vantagens, pois, sao facilmente interpretaveis, rapidos, faceis
de execucgao, possuem curta duragao e baixo custo.

Como desvantagem encontra-se o fato de que estes ensaios avaliam os
efeitos quantitativos, ndo evidenciando efeitos que poderiam ocorrer em tempos
mais prolongados de exposicao, tais como o de bioacumulacéo, efeitos sobre a
reproducao e o crescimento.

Os efeitos avaliados séao, por exemplo, mortalidade, no caso de peixes;
imobilidade, no caso de invertebrados; e taxa de luminescéncia, no caso de Vibrio
fischeri. O resultado € expresso em Concentracdo Efetiva Mediana - CE50 (caso do
ensaio com o microcrustaceo Daphnia) ou Concentragdo Letal - CL50 (caso do
ensaio com Danio rerio). De acordo com a NBR 12.713 (2009), a CE50 representa a
concentracdo que causa efeito agudo a 50% dos organismos expostos a uma
amostra em um periodo de tempo determinado.

O objetivo deste ensaio é determinar a concentracdo do material (substancia
quimica ou efluente) que produz um efeito deletério na populacdo exposta durante
um curto periodo de tempo sob condi¢gbes controladas (RAND; WELLS; McCARTY,
1995).

2.5.2. Sistemas de exposicao

A selecdo do tipo de ensaio vai depender dos objetivos do ensaio, dos recursos
disponiveis, das exigéncias dos organismos-teste, e das caracteristicas das
substancias-teste. A Tabela 5 mostra diferentes sistemas de exposicdo com suas

vantagens e desvantagens nos ensaios de toxicidade.
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Tabela 5 — Sistemas de exposi¢cao nos ensaios de toxicidade em laboratorio.

Exposicdo  Descricdo Vantagens Desvantagens
Os organismos sao expostos  Simples e de baixo A possivel perda de
a mesma solucao durante custo; substancias téxicas
todo o periodo do ensaio, ou Necessidade de poucos  através da volatilizacao;
seja, ndo ha renovacao da recursos (equipamento, A deplecao de oxigénio
solucao. mao de obra, espaco), o  dissolvido pode resultar
que permite a realizacdo em uma elevada demanda
Sistema de uma quantidade quimica/ bioguimica de
Estatico maior de ensaios; oxigénio (DQO/DBO);
Necessidade de um Geralmente apresenta
menor volume de menor sensibilidade que o
amostra em comparacdo sistema semi-estatico, pois
com o sistema semi- as substancias toxicas
estatico. podem sofrer degradacéo
ou serem adsorvidas.
Os organismos-teste sédo Devido as renovacdes Os ensaios sdo mais
expostos a uma solucao- das solucdes-teste, trabalhosos em relacéo ao
Sistema teste a qual é renovada reduz a perda da ensaio estatico;
Semi- (trocada), em intervalos de substancia por Manuseio constante dos
Estatico tempo pré-determinados, degradacéo e/ou organismos, podendo
geralmente a cada 48 horas. volatilizacao. causar estresse.
As solucdes-teste fluem Mantém constante a Grande complexidade de
continuamente através dos concentracdo da operagcado e manutencao
recipientes onde estao os solugéo-teste o que dos equipamentos;
organismos-teste. O fluxo fornece a melhor
deve ser capaz de manter a  estimativa da toxicidade Alto custo.
Sistema de concentracao da solugéo- da substancia testada;
Fluxo teste constante.
Assegura a saude dos
Continuo

organismos-teste, pois,

elimina o problema da

acumulacéo da amoénia e

deplecéo do oxigénio

dissolvido.

Fonte: USEPA, 2002; ZAGATTO; BERTOLETTI, 2008.
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2.6. Efeito das misturas das substancias

A exposicao as misturas pode gerar interacdes toxicoldgicas, onde o contato
com duas ou mais substancias quimicas resulta em uma resposta bioldgica
quantitativa ou qualitativamente diferente da que seria esperada pela agdo de cada
uma das substancias quimicas separadamente. A mistura de substancias pode
causar efeitos aditivos, sinérgicos, de potenciacdo ou antagbnicos (RAND; WELLS;
McCARTY, 1995).

Em ecossistemas contaminados, a biota ali existente estd geralmente exposta
nao a um unico contaminante, mas sim a uma diversidade de diferentes compostos
simultaneamente. Segundo Rand, Wells e McCarty (1995), alguns efeitos
importantes que podem ocorrer quando da exposi¢cédo simultanea sao:

» Efeitos sinérgicos: ocorrem quando o efeito da combinacdo de dois

contaminantes € muito maior do que a soma dos efeitos dos contaminantes
individuais aplicados isoladamente;

» Efeitos de potencializacdo: ocorrem quando um contaminante tem efeito toxico

somente quando é aplicado conjuntamente com outro contaminante;

» Efeitos antagbnicos: ocorrem quando dois contaminantes, aplicados juntos,

antagonizam um ao outro, isso €, a combinacdo deles € menor do que a soma
dos contaminantes individuais aplicados isoladamente;

» Efeitos aditivos: ocorre quando o efeito combinado de dois contaminantes € igual

a soma dos efeitos dos contaminantes individuais aplicados separadamente.

2.7. Contaminagdo recente versus antiga de um derramamento de

petréleo e derivados

Em um derramamento de petréleo e derivados o entendimento detalhado dos
processos faz-se necessario, para que se possa prever a extensdo dos danos
ambientais e desenvolver estratégias eficientes para a recuperacao do ecossistema
atingido (GONZALEZ et al., 2006).

Logo apOs a ocorréncia de um derramamento, uma grande variedade de
processos quimicos, fisicos e biolégicos comecam a agir sobre o contaminante. O

conjunto de processos fisicos, quimicos e biolégicos € denominado intemperismo e
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agem modificando a composi¢do, comportamento, rotas de exposi¢cédo e toxicidade
do contaminante em foco. Os processos predominantes que influenciam o
comportamento do contaminante derramado, particularmente petréleo e derivados
constituidos primordialmente por hidrocarbonetos sdo espalhamento, adveccéo,
evaporacao, dissolugdo, dispersdo natural, emulsificacdo, foto-oxidacao,
sedimentacdo e biodegradacéo (API, 1999; NEFF et al., 2000). Para a maioria dos
produtos, esses processos sdo 0S mesmos em agua doce e em agua do mar. No
entanto, aguas mais turbulentas (corredeiras e vertedouros) com cargas mais
elevadas de sedimentos transportados, tendem a misturar e dispersar o
contaminante derramado na coluna de agua (STEEN et al., 1999). A Figura 6

representa um esquema dos principais processos de intemperismo.

Figura 6 - Destino do contaminante (petréleo ou derivados) derramado, mostrando

0S principais processos de intemperismo.
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Fonte: Adaptado de ITOPF (2011).

Os componentes mais leves de petrdleo ou derivados evaporam para a
atmosfera na sua maior parte. A quantidade e a velocidade da evaporacdo véao
depender da volatilidade dos componentes do contaminante. Um 06leo com uma
grande percentagem de compostos leves e volateis evapora mais rapido comparado
a um o6leo formado predominantemente de compostos mais pesados. Por exemplo,
gasolina, querosene e oleo diesel, todos os produtos leves, tendem a evaporar em

poucos dias. De um modo geral, em condi¢cdes de clima temperado, 0s componentes
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do éleo com um ponto de ebulicdo inferior a 200 ° C tendem a evaporar dentro das
primeiras 48 h. A evaporacdo pode aumentar a medida que o 6leo se espalha,
devido ao aumento da area de superficie da mancha (LEE, 1980; API, 1999; ITOPF,
2011).

Segundo Douglas et al. (2002), no derramamento do oleoduto OSSA IlI, na
Bolivia em 2000, houve uma perda rapida e substancial de benzeno, tolueno,
etilbenzeno e xilenos (BTEX), decorrente principalmente da evaporacao sofrida pela
mancha que fez com que houvesse uma reducdo do risco ambiental inicial.
Entretanto, redugao n&o implica em desaparecimento total.

Uma vez derramado no ambiente aquatico, o combustivel sofrerd alteracdes
em relacdo a sua composicao original, devido a uma combinacdo de processos
fisicos, quimicos e biolégicos denominados de intemperismo. Este se inicia
imediatamente apds o derramamento e evolui a taxas variaveis, dependendo do tipo
de 6leo e das condi¢gbes ambientais existentes.

A evaporagcdo é o processo basico do intemperismo envolvido na remocao
natural do 6leo na superficie da agua. A perda do Oleo para 0 meio ambiente
através da evaporacdo pode ser ainda maior para produtos refinados como a
gasolina devido ao alto percentual de compostos organicos leves (API, 1999). Este
processo esta relacionado diretamente com a toxicidade do 6leo. Os componentes
mais leves (C1 ao C8), sédo considerados toxicos, pois, sdo 0s mais biodisponiveis,
40% das fracBes mais leves da gasolina podem evaporar completamente dentro das
primeiras 24 horas (API, 1999). Para Mackay e McAuliffe (1988), cerca de 50 a 70%
da quantidade de 6leo derramada € perdida por evaporagdo durante as primeiras 10
a 12 h apés um vazamento. Segundo Brauner et al. (1999), os hidrocarbonetos de
cadeias curtas séo volateis, permanecendo menos tempo nos ambientes aquaticos,
no entanto s&o muitos mais toxicos.

O modelo computacional descrito por Di Toro, McGrath e Stubblefield (2007)
corrobora com o fato da toxicidade diminuir no processo de evaporacao. Segundo os
autores, a explicacdo da reducdo da toxicidade foi perceber que o intemperismo
remove 0S componentes organicos mais toxicos, persistindo os componentes
organicos menos toxicos. Ocorre uma perda da contribuicdo da toxicidade das
fracbes mais leves do Oleo, restando as fracdes intermediarias e mais pesadas

(menos toxicas).
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A medida que o 6leo sofre intemperismo, a fracdo mais leve é removida,
restando apenas a fragdo mais pesada. Utilizando o modelo de lipideos-alvos para
descrever a toxicidade e a relacdo observada da solubilidade dos componentes do
petréleo, demonstra-se que 0s componentes que possuem um coeficiente de
particdo octanol-agua inferior (log Kow) tém maior potencial toéxico do que aqueles
com altos valores de log Koy. O intemperismo remove os produtos quimicos que
possuem 0s menores valores de log Ko, que sdo aqueles com maior potencial
toxico, deixando aqueles com maiores valores de log Kow, OU Seja, com menor
toxicidade (DI TORO; MCGRATH; STUBBLEFIELD, 2007).

Em regra, os organismos tendem a acumular compostos com valores altos de
log Kow, cOmo exemplo dos HPA, nas porcoes lipidicas de seus tecidos. Estes sao
compostos apolares mais lipofilicos do que os BTEX que apresentam valores mais
baixos de log Kow (ATSDR, 1992).

2.8. Organismo-teste

Para a realizacdo dos ensaios ecotoxicologicos é necessario a selecdo de
organismos-teste. Estes sdo selecionados de acordo com alguns critérios, tais como
sua abundancia no ambiente, facilidade de cultivo no laboratério e conhecimento da
biologia da espécie (RAND; WELLS; McCARTY, 1995).

Dentre as espécies que reunem tais critérios, com metodologia de cultivo e de
ensaio normalizada em varios paises encontra-se 0 microcrustaceo de agua doce

Daphnia similis.

2.8.1. Daphnia similis

Cladéceros (Figura 7) de agua doce, especialmente Daphnia magna e Daphnia
similis representam as espécies mais comumente empregadas em bioensaios de

agua doce.
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Figura 7 — Morfologia do clad6cero, Daphnia.
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O género Daphnia compreende microcrustaceos utilizados consideravelmente
em ensaios agudos e cronicos para avaliar a toxicidade de agentes quimicos e
efluentes, devido a sua grande sensibilidade a um grande niamero de contaminantes
aguaticos, sua importancia na cadeia alimentar, sua facilidade em cultivo em
laboratorio e sua reproducdo por partenogénese, 0 que permite a obtencdo de
organismos teste com constante sensibilidade (BURATINI; BERTOLETTI;
ZAGATTO, 2004). As espécies de Daphnia possuem um tamanho variando de 0,5 a
5,0 mm de comprimento. As Daphnias sdo organismos filtradores, suas pernas
toracicas, sdo compostas por cerdas que agem como peneiras retendo algas,
bactérias e pequenas particulas de material organico. O alimento € levado para a
boca, onde é moido pelas mandibulas e direcionado para o trato digestivo
(BUIKEMA; SHERBERGER, 1977).

A Figura 8 mostra o ciclo de vida sexual e assexual (partenogenético) de uma
Daphnia similis. Durante o ciclo partenogenético, as fémeas produzem ovos
dipléides que se desenvolvem diretamente em filhas. A mesma fémea pode produzir
ovos assexuados diploides que se desenvolvem em filhos. A geracdo de machos
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esta sob influéncia do ambiente, como superpopulagéo, alteracdo na temperatura da
adgua ou escassez de alimento. Além disso, a mesma fémea pode produzir ovos
hapldides que requerem fertilizacdo por machos. Esta fecundagcéo gera ovos rigidos
e resistentes, possuindo uma coloracdo escura, chamados de efipio (Figura 9).
Estes ovos, entao, precisam passar por uma diapausa antes do nascimento de uma
fémea (ZAGATTO; BERTOLETTI, 2008; EBERT, 2005).

Os efipios flutuam, afundam ou aderem a objetos, podendo suportar o
ressecamento e o congelamento até a passagem pelo intestino dos peixes, das aves
e dos mamiferos que se alimentam de peixes. Por meio de tais ovos em repouso
protegidos, os claddéceros podem dispersar-se pelo vento ou por meio de animais por
alguma distancia, podendo sobreviver ao inverno e as secas (RUPPERT; BARNES,
1996). Quando as condi¢cdes ambientais do meio tornam-se favoraveis, os ovos de
efipio eclodem, liberando fémeas que irdo reproduzir-se novamente por
partenogénese (BARNES, 1984).

O seu ciclo de vida varia entre cerca de 40 dias a 25°C e 56 dias a 20°C.
Quando mantida em laboratorio, esta espécie entra na fase de maturacdo com 6
dias de vida e necessita de 6 a 10 dias para dar origem a primeira ninhada, tem,
normalmente, neonatos de 2 em 2 dias. Os neonatos sao liberados quando acontece
a muda das carapacas (PEPPER; GERBA; BRUSSEAU, 1996).



Figura 8 - Ciclo de vida de Daphnia similis.
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Figura 9 — Daphnia com efipio.
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Legenda: (a) — fémea adulta de Daphnia similis carregando um efipio em sua camara incubadora; (b)
— detalhe do ovo efipio (aumento de 10x).
Fonte: PROPRIA AUTORA (2013).

3. MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Biorremediacdo e
Fitotecnologia (LABIFI) da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ) e foi

executado de 2 etapas distintas (Etapa 1 e Etapa 2) abaixo descritas.

3.1. Materiais, planejamento e dimensionamento

ETAPA |I. Contaminantes individuais, combinados e simulacdo de contaminacao

antiga em escala de bancada (vide Figura 10)

Figura 10 — Planejamento experimental dos ensaios de toxicidade aguda com
Daphnia similis. Etapa |: Contaminantes individuais, combinados e

simulacdo de contaminacédo antiga.
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Na ETAPA 1, os Experimentos 1, 2, 3 da Figura 10 correspondem aos
ensaios em escala de bancada, durante os quais, a espécie indicadora D. similis foi
exposta a amostras de agua contaminadas artificialmente com os contaminantes
isolados ou em misturas, em diferentes concentracdes e sob diferentes condi¢des,
com simulacdo de uma contaminacdo antiga pela Fracdo Solivel em Agua da
Gasolina C (Experimento 4).

Combustiveis utilizados nos experimentos da ETAPA [:

Os combustiveis utilizados na ETAPA |, adquiridos em um posto de combustivel
comercial foram: Gasolina Comum (C), Gasolina Pura (P) e Alcool (A), cujas

composicdes encontram-se na Tabela 6.

Tabela 6 - Propriedades fisico-quimicas: Gasolina Comum (C), Pura (P) e Alcool (A).

Caracteristicas GasolinaC  GasolinaP  Alcool A
Férmula quimica CsHis CgHis C2HesO
Solubilidade em agua (mg/L) 100-200 100-200 Infinita
Massa molecular (g/mol) 78 78 46
Cor Amarelado  Amarelado Incolor
Solubilidade em solventes Insoluvel Insoluvel Solavel
Densidade (20°C) (g/cm®) 0,72-0,74 0,8669 0,73
Ponto de ebulico Inicial (°C) >35 >35 78,5
Coef. de part. octanol-dgua (20°C) (log Kow) 2,13 2,69 -0,31
Const. da lei de Henry (25°C) (kpa m* mol) 2,52 x 10™*

Fonte: GOVERNORS’ ETHANOL COALITION, (1999); API, (1993).

Efeitos resultantes da interacdo dos combustiveis em misturas:

O modelo utilizado neste estudo para avaliar a interagdo das substancias foi
proposto por Marking (1977) e utilizado por Zagatto (1995). Esse modelo expressa a



a7

soma da aditividade de diferentes substancias (S) e o indice de aditividade (lA), os

quais séo descritos a seguir:

S = (A—m) + (B—m) Equagdo 1

Onde:

S = soma da aditividade

Am = concentra¢do da substancia A na mistura que causa 50% de efeito (CL50);

Bm = concentracéo da substancia B na mistura que causa 50% de efeito (CL50);

Ai = concentracao da substancia A que, isolada, provoca 50% de efeito (CL50 da substancia A);

Bi = concentracdo da substéncia B que, isolada, provoca 50% de efeito (CL50 da substancia B).

Através do valor de S é possivel determinar o efeito interativo das substancias:
S > 1, o efeito é antagdnico;
S =1, o efeito é aditivo;

S < 1, o efeito é sinérgico.

Com base no valor de S calcula-se o indice de aditividade (IA) na mistura:
S>1<—> IA=S(-1) +1;
S<1<> 1A=1/S-1.

O IA ir4 indicar o quao maior ou menor a toxicidade conjunta da mistura é

comparada com a soma das substancias testadas individualmente.

3.2. Preparo das amostras

Existe uma quantidade infindavel de metodologias para preparo de amostras
a serem utilizadas em ensaios ecotoxicolégicos. A gasolina por ser uma substancia
que possui baixa miscibilidade em &agua foi necessario realizar procedimentos
especificos de extracdo com agua, onde se utiliza equipamentos laboratoriais para o
procedimento (Figura 11 e 12). A metodologia utilizada no preparo da Fracao Soluvel
em Agua, Fracdo Dispersa em Agua e do elutriato segue a descrita na NBR 15.469
(2007).
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3.2.1. Preparo da Fracdo Soluvel em Agua

Solucdo aquosa de uma amostra de baixa miscibilidade em &gua, obtida apos

0 procedimento de extracdo com agua.

Procedimento:

» Colocar em um recipiente de vidro, contendo um bastdo magnético, uma parte
de amostra para nove partes de agua a ser utilizada no ensaio;

» Colocar o recipiente sobre um agitador magnético;

* Manter ao abrigo da luz e em agitac¢ao por 20 horas;

* ApoOs o término da agitacéo, deixar em repouso por 1 h.

* Em seguida, drenar ou sinfonar somente a fase aquosa.

Figura 11 — Equipamento laboratorial utilizado no preparo da Fracdo Soluvel em
Agua (FSA) da Gasolina C.

Fonte: PROPRIA AUTORA, 2013.

3.2.2. Preparo da Fracdo Dispersa em Agua

Solucdo aquosa de uma amostra de baixa miscibilidade em agua, dispersa
mecanicamente.

Procedimento:

» Colocar em um recipiente 1 mL da amostra para 999 mL de agua de dilui¢ao;
e« Agitar essa mistura em um homogeneizador por 5 segundos a uma
velocidade de 12000 a 14000 rpm;.

e Utilizar o extrato para 0s ensaios.
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Figura 12 — Equipamento laboratorial utilizado no preparo da Fragdo Dispersa em
Agua (FDA) da Gasolina C.

Fonte: PROPRIA AUTORA, 2013.

3.2.3. Preparo do Elutriato
Extrato conseguido com a lavagem do sedimento/solo em agua através de um

Jar Test (Figura 13).

Procedimento:

» Misturar uma parte de sedimento para quatro partes de agua,

» Agitar essa mistura em um homogeneizador por 30 minutos com velocidade
suficiente para ressuspender o material;

* Deixar sedimentar por 1 hora;

» Verter 0 sobrenadante para ser utilizado nos ensaios ecotoxicoldgicos.

Figura 13 — Equipamento laboratorial utilizado no preparo do elutriato.

Fonte: PROPRIA AUTORA, 2013.
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Experimento 1. Ensaios com combustiveis totais isol ados e em misturas

O estudo de toxidade aguda com os combustiveis na sua forma original,
consistiu de trés ensaios, com cinco concentracbes cada e quatro réplicas por
concentracdo. Para todos os ensaios inicialmente eram testados 5 diluicbes (100;
50; 25; 12,5; e 6,25%) devido a toxicidade para alguns combustiveis 0s organismos
morriam e era necessario, realizar um novo ensaio com 5 dilui¢des (3,12; 1,56%,
etc). Os ensaios paravam de ser realizados a partir do momento em que se
observava a CE50%.

O grupo das cinco diluicdes onde a CE50% se encontra sdo apresentadas a
sequir.
Gasolina _C: 0,000312; 0,000625; 0,00125; e 0,005%, sendo que as trés
concentracfes mais baixas foram preparadas a partir da concentracédo de 0,005%.
Gasolina P:  0,02; 0,04; 0,08; 0,16 e 0,32%.
Alcool: 0,16; 0,32; 0,64; 1,28 e 2,56%.

Com o objetivo de verificar a interacdo da mistura de dois combustiveis sobre
D. similis, escolheu-se a Gasolina C que contém uma porcentagem de alcool
variando de 20 a 25% e acrescentou-se alcool a mesma, aumentando-se assim, a
proporcao do &lcool presente na mistura. Este experimento consistiu de trés ensaios
com cinco concentracdes diferentes, cada concentracdo com quatro réplicas. A
solucédo estoque foi preparada em uma baldo volumétrico de 100 mL, onde foram
adicionados 20% de Alcool e 80% de Gasolina C., a mistura passou a apresentar
uma concentracgao final de alcool de 40 a 45% de alcool e 55 a 60% de gasolina. O
grupo das cinco diluicdes onde o CE50% se encontra sdo apresentadas a seguir:
Gasolina C + Alcool: 0,0025; 0,005; 0,01; 0,02 e 0,04%.

Experimento 2: Ensaios com a fracdo solivel em dgua -FSA e combustiveis
isolados e em misturas

Este experimento consistiu em preparar a Fracdo Solivel em Agua (FSA) da
Gasolina C e da Gasolina P, uma vez que estes dois combustiveis, diferentemente
do Alcool, sdo imisciveis em agua. Este teste consistiu de trés ensaios, com cinco
concentracfes, sendo cada concentracdo com quatro réplicas. O grupo das cinco

diluicdes onde o0 CE50% se encontra sdo apresentadas a sequir.
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FSA Gasolina C: 0,39; 0,78; 1,56; 3,12 e 6,25%.
FSA Gasolina P: 6,25; 12,5; 25; 50 e 100%.

Igualmente, com o objetivo de averiguar a toxicidade da FSA de misturas com

concentragdes crescentes de alcool em gasolina, realizou-se ensaios com a FSA
das seguintes concentragdes:
FSA Gasolina C + Alcool: 0,024; 0,049; 0,098; 0,195 e 0,39% de alcool.

Experimento 3: Ensaios com a fragdo dispersa em 4gu  a — FDA de combustiveis
isolados e em misturas

Este ensaio consistiu em preparar a Fracdo Dispersa em Agua (FDA) da
Gasolina C e da Gasolina P, uma vez que estes dois combustiveis, diferentemente
do élcool, sdo imisciveis em agua. Este teste consistiu de trés ensaios, com cinco
concentracfes, sendo cada concentracdo com quatro réplicas. O grupo das cinco

diluicdes onde o0 CE50% se encontra sdo apresentadas a sequir.

FDA Gasolina C: 0,78; 1,56; 3,12 € 6,25 e 12,5%.
FDA Gasolina P: 0,78; 1,56; 3,12 e 6,25 e 12,5%.

Os efeitos da mistura foram acessados através dos ensaios abaixo:
FDA Gasolina C + Alcool: 1,56; 3,12; 6,25; 12,5 e 25%.

Experimento 4: Ensaios com simulacdo de contaminacd 0 antiga por gasolina

A metodologia de preparo da gasolina neste experimento seguiu o descrito no
item 3.2.1. Objetivando obter um volume maior da amostra colocou-se 150 mL da
Gasolina C com 1350 mL de agua de diluicdo. Este experimento teve como
finalidade verificar se houve a reducéo da toxicidade simulando condi¢cbes de uma
contaminacdo antiga. Para simular tais condi¢cdes, a mistura de combustiveis ficou
aberta e exposta no laboratério sob efeito da luz (10 h de luz/14 h de escuro), para
permitir a evaporacdo dos compostos volateis. A cada semana eram preparados
dois ensaios com seis concentracfes cada, sendo que para cada concentracéo
eram montadas quatro réplicas. As seis concentracdes onde se encontra a CE50%
sao apresentadas a seguir:

* FSA Gasolina C 0dia: 0,39;0,78; 1,56; 3,12; 6,25 e 12,5%.
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* FSA Gasolina C 7° dia: 3,12; 6,25; 12,5; 25; 50 e 100%.
* FSA Gasolina C 14° dia: 3,12; 6,25; 12,5; 25; 50 e 100%.
* FSA Gasolina C 21° dia: 3,12; 6,25; 12,5; 25; 50 e 100%.
* FSA Gasolina C 28° dia: 3,12; 6,25; 12,5; 25; 50 e 100%.

ETAPA II: AVALIACAO ECOTOXICOLOGICA EM AREA COM HIS TORICO DE
CONTAMINACAO POR GASOLINA

Durante os ensaios da ETAPA Il, a espécie indicadora D. similis foi exposta a
diferentes amostras ambientais obtidas de uma area com histérico de contaminacéo
por gasolina em decorréncia de um derramamento ocorrido a apdés mais de um ano
transcorrido antes das amostras terem sido obtidas (aged contamination). A
finalidade dessa etapa foi avaliar os efeitos de uma contaminacdo antiga em escala
real quanto a toxicidade da contaminacdo remanescente sobre Daphnia similis. Foi
realizada uma uUnica campanha de coleta de amostras ambientais e, portanto, os
resultados referem-se a amostras obtidas nessa ocasido. Para o
diagnostico/varredura da area com contaminacdo antiga, foram coletadas 25
amostras, a saber:

» 2 amostras de agua subterranea (2 pocos distintos) (P1 e P2);
» 8 amostras de agua superficial de pontos amostrais em brejo (Al ao A8);
* 8 amostras de sedimentos de pontos amostrais coincidentes com os 8 pontos

amostrais de agua superficial (S1 ao S8).

Para o ensaio com as 2 amostras de 4gua subterranea (P1 e P2) foram
realizados ensaios com seis concentra¢des, cada concentracdo com quatro réplicas
para cada amostra.

« PleP2:3,12;6,25; 12,5; 25; 50 e 100%.

Para o ensaio com as 14 amostras de agua superficial (A1 ao A8) foram
realizados ensaios com cinco concentragdes, cada concentragdo com quatro
réplicas para cada amostra.

« Al ao A8:6,25; 12,5; 25; 50 e 100%.



53

Para 0 ensaio com as 8 amostras de sedimentos (S1 ao S8), foi preparado
elutriato, conforme NBR 15.469 (2007). Foram realizados ensaios com cinco
concentracdes, cada concentracdo com quatro réplicas para cada amostra.

* Sl ao S8:6,25; 12,5; 25; 50 e 100%.

3.3. Metodologia dos ensaios quimicos das amostras em area com

historico de contaminacéo por gasolina

As andlises quimicas das amostras de agua subterranea, superficial e
sedimentos da area contaminada por gasolina foram realizadas por laboratorio
comercial acreditado. A Tabela 7 apresenta as analises, os métodos aplicados e as

matrizes aplicadas a esses métodos.

Tabela 7 — Parametros, metodologia e matrizes ambientais.

Parametro Metodologia Matrizes analisadas

BTEX EPA 8021B:1996 Agua subterranea, superficial e sedimentos
TPH-GRO EPA 8015C:2007 Agua subterranea, superficial e sedimentos
CoT EPA 415.3:2009 Agua subterranea, superficial e sedimentos
DQO SMWWE 212 ed. 5220D.  Agua subterranea, superficial e sedimentos

3.3.1. Procedimento com relacdo as amostras com valores abaixo dos limites

de quantificacado (Ig) dos métodos analiticos aplicados

Em uma abordagem conservadora (voltada a protecdo ambiental) e, tendo em
vista o fato de que varios Limites de Quantificacdo (LQ) definidos pelo laboratério
podem ser considerados relativamente altos, optou-se por definir como valor mais
provavel, a metade do LQ informado. Tal procedimento tem sido adotado por varios
trabalhos cientificos e em programas de monitoramento de qualidade de agua em
diferentes paises, em consonancia com as bases estatisticas de monitoramento
ambiental e analise de séries historicas (GILBERT, 1987). Na tabela, tais valores
estdo em itdlico.

Concentragdes acima dos valores orientadores: Nas amostras em que o
observado estava acima do limite utilizado como referéncia, tal valor é apresentado

negrito .
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3.4. Cultivo e manutencdo do organismo-teste

3.4.1. Cultivo de D. similis
Os organismos iniciais foram obtidos em 2012 das culturas de Daphnia similis
do Laboratorio de Analises Ambientais (LABTOX) e o cultivo de D. similis no LABIFI

foi estabelecido a partir de entdo. A metodologia de cultivo do organismo-teste
Daphnia similis Claus, 1876 (Cladocera, Crustacea) seguiu o descrito na NBR
12.713 (2009).

Os organismos eram mantidos em béquer de vidro de 2.000 mL em lotes
contendo 50 organismos, fotoperiodo ajustado para 16 h de luz/8 horas de escuro,
intensidade luminosa em torno de 1000 lux e temperatura regulada para 20°C (x
1°C). Tais condicbes foram obtidas com a utilizacdo de uma incubadora de DBO
modificada (Figura 14).

Figura 14 — Cultivo de Daphnia similis em incubadora no LABIFI.

Fonte: PROPRIA AUTORA, 2013.
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As Daphnias foram cultivadas em agua reconstituida, com pH variando de 7,0
a 7,8 e a dureza ajustada para 40 a 48 mg.L* CaCO3 (NBR 12.713). A &gua de
cultivo e de diluicao foi preparada a partir das solu¢cdes da Tabela 8.

Para o preparo da agua de cultivo e de diluicdo eram adicionados 20 mL da
solucdo 1 e 10 mL da solugdo 2 em 970 mL de agua processada. Depois de
preparada, a agua era aerada por 12 a 24 h, tempo suficiente para que o pH se
estabilize, o oxigénio dissolvido atinja a saturacdo e para a solubilizacao total dos
sais.

O meio de cultivo era renovado duas vezes por semana, sendo uma troca
parcial (na 32 feira) e uma completa (na 62 feira). Semanalmente eram descartados

os lotes com quatro semanas e iniciados lotes novos.

Tabela 8 — Solucdes para preparo da agua de cultivo e de diluicdo para D.similis.

Solugéo Reagente Quant.(mg) Preparo
1 CaS0,.2H,0 1500 Dissolver e diluir para 1000 mL de 4gua destilada
KCI 200
2 NaHCO3; 4800 Dissolver e diluir para 1000 mL de agua destilada

MgS04.7H,0 6100

Fonte: NBR 12.713 (2009).

3.4.2. Alimentacdo de D. similis

Como alimento é fornecido diariamente para Daphnia similis, a alga cloroficea
Pseudokirchneriella subcapitata, na concentracdo de 1 x 10° células por organismos.
A alga é cultivada em meio JM (Meio de Jaworski), sob aeracdo e iluminacéo
constantes, a intensidade luminosa de 2800 lux e a temperatura média de 24°C
(com variacdo maxima de 2°C).

Além da alga, os organismos foram alimentados com um complemento
alimentar a base de racdo de peixe. Para seu preparo, pesa-se 10 g de racéao de
peixe em 1000 mL de agua destilada, essa mistura fica sob aeracdo durante 1 h,

deixa-se decantar por 1 h e filtra-se essa mistura em rede de zooplancton.
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3.4.3. Cultivo de algas para alimentacdo de D. similis

A Tabela 9 apresenta os reagentes utilizados para o preparo do meio de
cultivo para a alga Pseudokirchneriella subcapitata. Para o preparo do alimento, as
culturas foram centrifugadas a 10.000 rpm, durante 15 minutos. O sobrenadante foi
desprezado e o residuo ressuspendido com agua reconstituida. A concentracdo
desejada de algas (10° células por organismos) foi obtida através da contagem das

células no microscopio em camara de Neubauer.

Tabela 9 — Composicédo do meio JM para cultivo de Pseudokirchneriella subcapitata.

Quant. de reagente ,
Vol. retirado da estoque

Solucdes Reagentes para solucéo estoque , ,
(g/100mL) para cada litro de meio
1 Ca(NO3),.4H,0 2,0 1,0 mL
2 KH,PO, 1,22 1,0 mL
3 MgS0O,.7H,0 5,0 1,0 mL
4 NaHCO; 1,59 1,0 mL
. EDTA Na, 0,225 LomL
EDTA FeNa 0,205
MnCl,.4H20 0,137
6 H3BO; 0,247 1,0 mL
(NH4)M0,054.4H,0 0,099
Tiamina (B1) 0,004
7 Biotina (H) 0,004 1,0 mL
Cianocobalamina 0,004
8 NaNO; 7,92 1,0 mL
9 Na,HPO,.12H,0 3,56 1,0 mL

Fonte: Adaptado de THOMPSON; RHODES; PETTMAN (1988).
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3.5. Ensaios ecotoxicologicos

3.5.1. Ensaio de toxicidade aguda com D. similis
O ensaio foi realizado segundo a ABNT NBR 12.713 (2009). Para a obtencéao
de organismos com a idade adequada (6 a 24 h), no dia anterior ao teste é realizada

uma limpeza total dos béqueres retirando-se todos os filhotes. Na manha seguinte,
os individuos neonatos foram separados dos adultos e mantidos em meio de cultivo
por 6 h, até o inicio do teste.

Os organismos neonatos foram expostos as diferentes concentracdes da
amostra, e os ensaios foram compostos por quatro réplicas de cada concentracdo
(tratamento) e um tratamento controle (somente agua reconstituida). As diluicdes
foram preparadas com precisdo volumétrica, em progressao geométrica de razao 2.
Os ensaios foram realizados em béqueres de vidro com 25 mL de capacidade. No
ensaio com misturas seguiu-se 0 mesmo procedimento. A Figura 15 mostra a

bancada laboratorial utilizada para a montagem dos ensaios com Daphnia similis.

Figura 15 - Preparo das solucdes-teste para o ensaio de toxicidade aguda com
Daphnia similis.

Fonte: PROPRIA AUTORA, 2013.



58

A Figura 16 ilustra uma etapa do ensaio de toxicidade com Daphnia similis.
Os ensaios foram mantidos em incubadora, no escuro com temperatura ajustada
para 20 = 1°C e sem alimentacdo. Depois de 24 h de exposicéo, era realizada uma
verificacdo dos béqueres e os organismos iméveis e/ou mortos eram retirados do
béquer, com anotacdo em planilha. Apds esse o tempo do ensaio (48 h), 0 numero
de organismos imoveis (ou mortos) por concentracao era registrado e a partir destes
dados, calculava-se a porcentagem de imobilidade por concentracdo. O resultado do
teste é expresso em Concentracdo Efetiva Inicial Mediana - CE(I)50 48h, que
corresponde a concentracdo da amostra no inicio do ensaio, que causa efeito agudo
a 50% dos organismos expostos apds 48 h, nas condigbes estabelecidas. Para
validacdo do ensaio a mortalidade/imobilidade do grupo controle n&o deveria

exceder 20%.

Figura 16 — llustracdo da série de diluicbes para ensaio de toxicidade aguda.

Ensaio de toxicidade aguda com Daphnia similis

4 réplicas por concentragao

|
|

050] l = o] |o§ o[ loé oy Loéol
o000 00 000 e00 000
6,25% 12,5% 25% 50% 100%

5 organismos por béquer

Fonte: PROPRIA AUTORA, 2013.

A Figura 17 mostra a estrutura basica para realizacdo de um ensaio de
toxicidade aguda onde é possivel observar a mudanca gradual da cor da amostra

indicando que quanto mais forte a coloracdo, mais concentrada € a amostra.
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Figura 17 — Ensaio de toxicidade aguda com D. similis com amostra mostrando

gradiente de coloragéo.
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Fonte: PROPRIA AUTORA (2013).

3.5.2. Ensaio de Sensibilidade para controle de gualidade do cultivo

Os ensaios ecotoxicolégicos apresentam variabilidade dos resultados, assim
bem como outros métodos de analise. A variabilidade pode ser atribuida a diversos
fatores, tais como: habilidade dos técnicos na execucdo do ensaio, variacfes das
condicdes do laboratorio (temperatura, luz, oxigénio dissolvido, qualidade da agua).

O controle de sensibilidade dos organismos, através da realizagdo periddica
de ensaios com determinadas substancias de referéncia € um procedimento que
permite maior precisao e confiabilidade nos resultados obtidos pelo laboratério.

Inicialmente, foram realizados testes de sensibilidade com substancia de
referéncia o Cloreto de Sddio (NaCl) para avaliar a sanidade dos organismos-testes.
Os organismos-testes utilizados tinham idade de 6 a 24 h, de acordo com a NBR
12.713 (2009).

3.5.3. Classificacdo das amostras quanto ao seu potencial toxico

A partir dos resultados das determinacdes da CE(I)50 48h foi utilizada uma
escala de toxicidade relativa, conforme mostra a Tabela 10 de acordo com CETESB
(1987):



Tabela 10 - Escala de toxicidade relativa - CE50 48h (%) para Daphnia similis.

Valores de CE(I)50 Toxicidade relativa

< 25% Muito Toxica

25% - 50% Toxica

51% - 75% Moderadamente Toxica
> 75% Levemente Toxica
100% N&o toxica
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3.5.4. Analises Estatisticas dos dados obtidos com 0s ensaios de toxicidade

Para os ensaios de toxicidade aguda com D. similis foi efetuado o calculo da

concentracdo que causou a imobilidade de 50% dos organismos testados (CE50)
por meio do método Trimmed Spearman-Karber (HAMILTON; RUSSO; THURSTON,

1977).

Para a comparacado das medias obtidas para amostras diferentes, foi utilizado

o teste paramétrico one-way ANOVA seguido do teste de comparacdo de Tukey,

adotando-se um nivel de significancia de 95% (p<0,05).
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4, RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Etapa I: Contaminantes individuais, combinados e simulacdo de

contaminacao antiga

4.1.1. Ensaio com contaminantes individuais

A Tabela 11 apresenta uma comparacao entre os resultados dos trés ensaios
ecotoxicolégicos obtidos com a Gasolina C completa e suas fragdes FSA e FDA. Os
resultados estao expressos em CES50 48 h (%).

Tabela 11 - Valores de CE50 48 h (%) obtidos nos ensaios de toxicidade aguda com

Gasolina C e suas fracfes sobre D. similis.

Ensaio Gasolina C FSA Gasolina C FDA Gasolina C
1 0,00129 1,46 1,86
2 0,00085 1,73 1,42
3 0,00125 1,27 1,73
Média +d.p. 1,13 x10°+0,2433 x 10 1,487 + 0,231 1,670 + 0,226

Para realizacdo da andlise estatistica o controle ndo foi considerado, uma vez
que nao houve mortalidade no controle superior a 50% e, desta forma, a CE50 (%)
nao pode ser calculada. Comparou-se a toxicidade obtida através dos ensaios com
Gasolina C e suas fracoes.

A Gasolina C pura colocada diretamente na agua de diluicdo apresentou uma
CE50 (%) de 1,13 x 10 + 0,2433 x 102 que corresponde a uma toxidade 1.315
vezes superior a obtida com FSA e 1.477 vezes superior a obtida com FDA. As
diferencas entre os resultados obtidos com a Gasolina C e aquela obtida com suas
fracbes FSA e FDA foram significativas (p<0,05), enquanto que os ensaios FSA e

FDA né&o apresentaram diferenca significativa entre si (p <0,05) (Figura 18).
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Figura 18 - Médias e desvios-padrdo (d.p.) relativos a série de trés ensaios da

Gasolina C e suas fragoes.
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A Tabela 12 mostra os resultados expressos em CE50 48 h (%) das 3
metodologias de preparo utilizadas com a Gasolina P. Assim como 0 ocorrido nos
ensaios com Gasolina C, para a analise estatistica o controle nao foi considerado,
uma vez que ndo houve mortalidade no controle superior a 50%, desta forma, a
CE50 (%) néao foi calculada.

Comparou-se os resultados dos ensaios com a Gasolina P e suas fracbes. A
Gasolina P colocada diretamente na agua de diluicdo apresentou uma CE50 (%)
média de 0,058, que corresponde a uma toxicidade 303 vezes superior a FSA e 67
vezes superior a FDA. Os resultados obtidos com FSA foram significativamente
diferentes dos obtidos com Gasolina P e da FDA (p<0,05), sendo que os resultados
obtidos com os ensaios com Gasolina P e FDA n&do apresentaram diferencas

significativas entre si (p<0,05) (Figura 19).

Tabela 12 - Valores de CE50 48 h (%) obtidos nos ensaios de toxicidade aguda com

Gasolina P e suas fragGes sobre D. similis.

Ensaio Gasolina P FSA Gasolina P FDA Gasolina P
1 0,05 21,76 3,84
2 0,075 14,55 3,71
3 0,051 16,49 4,12

Média  d.p. 0,058+0,01415 17,60+3,731 3,89+0,2095
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Figura 19 — Médias e desvios-padrao (d.p.) relativos a série de trés ensaios da

Gasolina P e suas fragdes.
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Comparando as Tabelas 11 e 12 pode-se constatar que tanto a Gasolina C
quanto a Gasolina P foram altamente toxicas para o0s organismos. A FSA da
Gasolina P apresentou menor toxicidade quando comparada com a FSA da
Gasolina C, por ser um método que envolve a extracdo dos compostos para a agua
por 20 horas, a presenca do alcool na Gasolina C facilitou uma carreamento de
maiores quantidades de substancias da gasolina para agua, conferindo maior
toxicidade.

De acordo com Corseuil e Alvarez (1996), a solubilidade dos hidrocarbonetos
monoaromaticos (BTEX) encontrados na gasolina podera ainda ser maior se a
gasolina for misturada com solventes organicos oxigenados, tais como alcool e
éteres, como é o caso da gasolina comercial brasileira que € misturada com etanol,
que € um cossolvente potencial. Portanto, uma alta concentragcédo de etanol na agua
pode facilitar a transferéncia dos BTEX presentes na gasolina para a fase aquosa,
aumentando a solubilidade dos hidrocarbonetos aromaticos na agua subterranea,
num processo chamado de “efeito de cossolvéncia” (BANERJEE; YALKOWSKY,
1988; CORSEUIL; MARINS, 1997). Pode-se concluir que a contaminagcdo de
aquiferos e solos por misturas de alcool e gasolina sera mais complexa e mais dificil

de ser remediada do que a causada somente pela gasolina pura.
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Segundo Miller (2001), existe uma relacdo entre a solubilidade e a mobilidade,
ou seja, quanto mais soluvel um composto, maior a sua mobilidade. Ja no caso da
viscosidade, a sua reducdo aumenta a mobilidade. Esta relacéo reflete o poder de
extensdo da pluma de contaminacgéo, principalmente no que diz respeito a gasolina
acrescida de alcool, pois o alcool aumenta a solubilidade da gasolina e reduz a
viscosidade desta.

Invertebrados de agua doce formam um grupo extenso que apresenta grande
diversidade, com sensibilidades ao petroleo que podem variar substancialmente. Em
geral, eles tendem a ser um pouco mais sensivel do que as algas e tdo ou menos
sensivel quanto algumas espécies de peixes (MILLEMANN et al., 1984).

InvestigacOes laboratoriais mostraram a presenca de alguns efeitos subletais
(deficiéncia de crescimento e reproducéo) nos invertebrados de agua doce expostos
em concentragbes relativamente baixas de Fracdo Solivel em Agua-FSA de
derivados do petrdleo (GEIGER E BUIKEMA, 1982; RATUSHNYAK et al., 2009).

A maioria das pesquisas ecotoxicologicas relacionadas ao petréleo bruto tem
incidido sobre a sua fracdo soluvel em agua (FSA), porque esta € a por¢ao que entra
no ambiente aquatico com maior facilidade e que pode infligir danos agudos
imediatos sobre os organismos aquéaticos (MARTINEZ-JERONIMO et al., 2005).
Segundo Winter et al. (1976), a fragdo solluvel de petrdleo bruto pode deprimir o
fitoplancton, interferindo na fotossintese, na respiracdo e no crescimento, e também
pode inibir o crescimento das raizes de plantas aquaticas.

Ziolli (1999) afirma que a fracdo soluvel em agua (FSA) do petréleo é a
principal responsavel pelo impacto ambiental causado por derivados de petréleo,
tanto por ser visualmente imperceptivel quanto pelas transformacgdes quimicas de
seus constituintes iniciais.

Martinez-Jerénimo et al. (2005), compararam experimentalmente os danos da
FSA de sete tipos de Gleo cru provenientes do México com fragmentos de argila cru
adsorvidas ao 6leo cru. Os autores concluiram que a argila adsorvida com o 6leo foi
mais toxica do que a FSA nos ensaios de toxicidade aguda com Daphnia magna.

Muller (2011) realizou ensaios de toxicidade aguda com o microcrustaceo
aguatico D. magna e encontrou uma CE50-48 h, de 39,56% para a FSA do diesel,
43,42% para a FSA do B5 (mistura binaria diesel/biodiesel de 5%) e 94,43% para a
FSA do biodiesel. Estes resultados mostram que a FSA do biodiesel estudado foi

considerada pouco téxica para a Daphnia magna, enquanto a FSA do diesel e do B5
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(este, provavelmente em decorréncia da presenca do componente diesel) foram
consideradas toxicas.

Pont (2012) conduziu experimentos com o objetivo de avaliar, em laboratério,
as respostas toxicologicas relacionadas a mortalidade e a histologia branquial do
peixe da espécie Astyanax altiparanae, para isso, utilizou o oleo diesel (bruto) e a
FSA do oleo diesel. O autor observou que a concentracdo de 6Oleo diesel necessaria
para causar efeito letal para 50% dos peixes em 24 h era 25 vezes menor que a
concentracdo da FSA, evidenciando sua maior toxicidade no inicio da exposicao.
Com o passar do tempo, para ambas as substancias testadas, os efeitos téxicos
aumentaram e a CL50 diminuiu, alcancando valores de 1,35% para o 6leo diesel, e
de 25,21% para a FSA do oOleo diesel. Apesar do combustivel estudado e o
organismo-teste utilizado serem diferentes, é possivel tracar um paralelo entre tais
resultados com os encontrados no presente trabalho. A gasolina apresentou uma
CES50 de 0,058% e a FSA da gasolina apresentou uma CE50 de 17,60%. Nesses
dois trabalhos, € possivel verificar que a toxicidade do combustivel puro é
substancialmente superior quando comparado com suas Fracdes Sollveis em Agua.

Rodrigues et al. (2010) estudou os efeitos deletérios da FSA do petroleo
brasileiro, FSA do diesel automotivo e FSA da gasolina sem chumbo para as larvas
marinha do peixe Odontesthes argentinensis, empregando ensaios de toxicidade e
exames histopatoldgicos. Cada FSA foi gerada misturando quatro partes de agua do
mar com uma parte do poluente por aproximadamente 22 h. As larvas foram
expostas durante 96 h a diferentes concentracdes de FSA de petroleo, diesel e
gasolina, além de um controle. Ap6s 96 h de exposicdo, foram amostrados trés
larvas para estudos histopatoldgicos. A concentracao letal média apos 96 h (CL50)
de exposicado para a FSA do petroleo foi igual a 70,68%, valor significativamente
superior (p<0.05) aos valores de CL50 96h obtidos para o FSA do 6leo diesel e da
gasolina, que foram 13,46% e 5,48% respectivamente. O exame histolégico de
larvas de peixe-rei expostas as FSA do petroleo, diesel e gasolina apos 96 h revelou
uma variedade de lesdes nas larvas. Pode-se observar neste trabalho que a Fragcbes
Solavel em Agua da Gasolina podem ser bastante toxica para 0S organismos
aguaticos.

O eter metil-terciario butilico (MTBE), composto quimico com formula
molecular CsH1,0 € um liquido volatil, inflaméavel, incolor e miscivel em agua, que foi

muito utilizado como aditivo de gasolina para elevar a octanagem, embora seu uso
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tenha declinado nos EUA devido as implicagbes ambientais e sobre a saude
humana. Ranjbar et al. (2011), estudando realizou bioensaios com Daphnia magna,
utilizando a FSA do MTBE. Com esses ensaios, atingiu um CE50 em 24h e 48h de
646 e 476 mg/L respectivamente, indicando que D. magna pode ser utilizada para
ensaios em Aaguas superficiais e subterranea, devido a sua resisténcia contra

poluicdo por MTBE.

4.1.2. Ensaio da simulacdo de contaminacdo antiga por gasolina

A Tabela 13 apresenta os valores de CE50 48 h (%) referentes aos ensaios
da FSA da Gasolina C exposta no laboratorio por 28 dias (Experimento 4), onde a

cada 7 dias, uma aliquota era retirada para a realizacdo do ensaio.

Tabela 13 — Valores de CE50 48 h (%) obtidos nos ensaios de toxicidade aguda da
simulacdo de contaminacgéo antiga por gasolina sobre D. similis.

Tempo de exposi¢do da amostra Ensaio 1 Ensaio 2 Média
0 dia 1,46 1,73 1,59

7 dias 8,37 6,67 7,52

14 dias 9,47 10,15 9,81

21 dias 32,99 25,88 29,44

28 dias 37,89 41,80 39,85

Para a andlise estatistica, o controle ndo foi considerado, uma vez que nao
houve mortalidade no controle superior a 50% e, desta forma, a CE50 (%) nao foi
calculada. Os valores CE50 (%) aumentaram com o passar do tempo do dia 0 ao 28°
dia (Figura 20), o que significa reducéo crescente de toxicidade, sendo que a CE50
obtidos nos dias 0, 7° e 14° dias ndo apresentaram diferencas significativas (p<0,05),
mas foram significativamente diferentes da CE50 obtida nos ensaios do 21° e 28°
dias (p<0,05). O ensaio realizado no 21° ndo apresenta diferenca significativa para o
ensaio realizado no 28° dia (p<0,05).

Do inicio ao 28° dia do ensaio, houve uma diminui¢do da toxicidade em cerca
de 25 vezes. Tal diminuicdo deve ser devido principalmente, a volatilizacdo dos

compostos BTEX.
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Figura 20 - Médias e desvios-padrao (d.p.) relativos a série de dois ensaios da

simulacdo de contaminacdo antiga por gasolina.
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Na Figura 21, observa-se que embora no dia 0, todas as concentracoes

tiveram alto indice de organismos imdveis, quando 0s organismos eram expostos

apos a simulagdo do derramamento, houve um claro decaimento do numero de

organismos imoveis quando 0s mesmos eram expostos apoés transcorridos de 7 a 28

dias (periodo maximo de exposicdo medida). A medida que o tempo vai

transcorrendo, a taxa de imobilidade dos organismos vai caindo de forma acentuada,

exceto para as concentracoes de 100% e 50%.

Figura 21 —

Organismos imoveis

Média e desvio-padrdo do numero de organismos imoéveis dentre o0s
animais expostos a amostra contaminada com diferentes idades
(0,7,14, 21 e 28 dias de contaminacéo antiga).

25-

20¢ 100%

15 - 50%

101 25%
-4+ 12,5%

5- -+ 6,25%

0 - 3,12%

7 14 21 28

dias



68

Bhattacharyya, Klerks e Nyman (2003) investigaram os efeitos da toxicidade
do 6leo cru e diesel tratados com dispersante utilizando Daphnia pulex, Chironomus
tentans e Oryzias latipes. Os bioensaios com Daphnia foram realizados em
microcosmos transcorridos 1, 7, 31 e 186 dias ap0s o tratamento com dispersante.
Os autores comprovaram que a sobrevivéncia das Daphnia pulex aumentou com o
passar do tempo de ocorrido do derramamento e a toxicidade foi drasticamente

reduzida, conforme observado no presente estudo apos 28 dias de exposicao.

4.1.3. Ensaios com mistura binaria de combustiveis

Os valores das concentracdes de Alcool, Gasolina C, FSA Gasolina C e FDA
Gasolina C presentes nas soluc¢des individuais e na mistura binaria, correspondentes
a concentracdo que causa efeito a 50% dos organismos testados (CE50) e o calculo
da Soma da Aditividade decorrente da mistura obtida nos trés experimentos sao

apresentados na Tabela 14, 15 e 16.

Tabela 14 - Toxicidade aguda para D. similis e aditividade decorrente da mistura

Alcool e Gasolina C.

CE50; 48 h (%)

o o CE50 (%) do Conc. do indice de
Série de  Combustiveis Soma da o
, combustivel combustivel na o aditividade
ensaios  estudados aditividade
individualmente mistura* S-)+1
Alcool 0,31 0,0008
1 2,48 -1,48
Gasolina C 0,00129 0,0032
Alcool 0,29 0,001
2 4,70 - 3,70
Gasolina C 0,00085 0,004
Alcool 0,24 0,0007
3 2,24 -1,24
Gasolina C 0,00125 0,0028
indice de aditividade (valor médio dos trés ensaios) -2,14

*que causa 50% do efeito
Os valores de S calculados (soma das acdes téxicas) foram, no caso da
mistura Alcool + Gasolina C, superiores a 1. Conclui-se, portanto, que nas trés séries

de ensaio o efeito € abaixo do esperado se houvesse efeito aditivo (antagonismo).
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O indice de aditividade (IA) calculado sobre os dados obtidos da mistura
Alcool + Gasolina C significa que a toxicidade conjunta da mistura é 2,14 menor que
a soma da toxicidade dos combustiveis testados isoladamente.

Para esta analise estatistica o controle nao foi considerado, pelo mesmo
motivo informado nas andlises anteriores. O tratamento que apresentou menor CE50
(%) foi da Gasolina C, porém, a diferenca néo é significativa quando comparado com
0s ensaios da mistura alcool + gasolina C com alcool (p <0,05). Estes dois ensaios
apresentaram diferenca significativa comparado ao ensaios com alcool (p <0,05)
(Figura 22).

Figura 22 - Médias e desvios-padrdo (d.p.) relativos a série de trés ensaios dos

combustiveis Alcool e Gasolina C individuais e em mistura.
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Na Figura 23 observa-se que o combustivel Alcool apresentou valores

superiores (menos toxico) de CE50 em comparacao com a Gasolina C e a mistura.
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Figura 23 — Valores de CE50 48 h (%) com os limites de confianca superiores e
inferiores relativos aos trés ensaios com Alcool, Gasolina C e da

mistura binaria Alcool + Gasolina C

-o- Alcool
-#- Gasolina C
-+ Alcool + Gasolina C

0 1 2 3 4
Ensaios

Tabela 15 - Toxicidade aguda para D. similis e aditividade decorrente da mistura
Alcool e FSA da Gasolina C.
CE50; 48 h (%)

CE50 (%) do Conc. do indice de
Série de  Combustiveis . . Soma da
combustivel combustivel aditividade
ensaios estudados o : aditividade
individualmente na mistura* S(-1) +1
Alcool 0,31 0,602 3,59 -2,59
FSA Gas. C 1,46 2,408
5 Alcool 0,29 0,692 3,99 -2,99
FSA Gas. C 1,73 2,768
Alcool 0,24 0,524 3,83 -2,83
FSA Gas. C 1,27 2,096
indice de aditividade (valor médio dos trés ensaios) -2,80

*Concentracdo que causa efeito em 50% dos organismos.

Os valores de S (soma das acbes toxicas) calculados foram no caso da
mistura Alcool + FSA da Gasolina C, superiores a 1. Concluiu-se, portanto, que nas

trés séries de ensaio o efeito € menos que aditivo (antagonismo).
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O indice de aditividade (IA) calculado sobre os dados obtidos da mistura
Alcool + FSA da Gasolina C significa que a toxicidade conjunta da mistura é 2,8

vezes menor que a soma da toxicidade dos combustiveis testados isoladamente.

Para esta analise estatistica o controle ndo foi considerado, uma vez que nao
houve mortalidade no controle superior a 50%, desta forma, a CE50 (%) n&o foi
calculada. O tratamento que apresentou menor CE50 (%) foi o ensaio com alcool, o
qgue indica maior toxicidade. Os trés ensaios apresentaram diferencas significativas
entre si (p <0,05) (Figura 24).

Figura 24 - Médias e desvios-padréo (d.p.) relativos a série de trés ensaios com 0s

combustiveis Alcool e FSA da Gasolina C individualmente e em

misturas.
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Na Figura 25, observa-se que a mistura Alcool + FSA Gasolina C apresentou
0s maiores valores de CE50% (menos toxicidade) em comparacdo com a FSA da

Gasolina C e o Alcool separadamente.
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Figura 25 — Valores de CE50 48 h(%) com os limites de confianga superiores e
inferiores relativos aos trés ensaios com Alcool, FSA da Gasolina C e

da mistura binaria Alcool + FSA da Gasolina C.
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Tabela 16 - Toxicidade aguda para D. similis e aditividade decorrente da mistura
Alcool e FDA da Gasolina C.
CE50; 48 h (%)

CES50 (%) do Conc. do indice de
Série de  Combustiveis . . Soma da
combustivel combustivel aditividade
ensaios  estudados o : aditividade
individualmente na mistura* S(-1) +1
1 Alcool 0,31 0,590 3,17 -2,17
FDA Gas. C 1,86 2,360
) Alcool 0,29 0,686 4,29 -3,29
FDA Gas. C 1,42 2,744
3 Alcool 0,24 0,488 3,16 -2,16
FDA Gas. C 1,73 1,952
indice de aditividade (valor médio dos trés ensaios) -2,54

*concentracdo que causa efeito em 50% dos organismos expostos.

Os valores de S calculados (soma das ac¢les téxicas) foram no caso da
mistura Alcool + FDA da Gasolina C, superiores a 1. Conclui-se, portanto, que nas

trés séries de ensaio o efeito € menos que aditivo (antagonismo).
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O indice de aditividade (IA) calculado sobre os dados obtidos da mistura
Alcool + FDA da Gasolina C significa que a toxicidade conjunta da mistura é 2,54
vezes menor que a soma da toxicidade dos combustiveis testados isoladamente.

Para esta analise estatistica o controle ndo foi considerado, uma vez que nao
houve mortalidade no controle superior a 50%, desta forma, a CE50 (%) n&o foi
calculada. O tratamento que apresentou menor CE50 (%) foi o ensaio com &lcool, o
que indica maior toxicidade. Os trés ensaios apresentaram diferenca significativa
entre si (p <0,05) (Figura 26).

Figura 26 — Médias e desvios-padrao (d.p.) relativos a série de trés ensaios dos

combustiveis Alcool e FDA da Gasolina C individuais e em mistura.
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Na Figura 27, é possivel observar pelo grafico que a mistura Alcool + FDA
Gasolina C apresentou os maiores valores de CE50 em comparacdo com a FDA da

Gasolina C e o Alcool.
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Figura 27 — Valores de CE50 48 h (%) com os limites de confianca superiores e
inferiores relativos aos trés ensaios com Alcool, FDA da Gasolina C e

da mistura binaria Alcool + FDA da Gasolina C.
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A escassez de trabalhos disponiveis na literatura com a utilizacdo da mistura
de combustiveis utilizando bioindicadores dificulta a comparacdo dos resultados
obtidos na presente dissertacdo, haja visto que poucos estudos foram realizados no
sentido de investigar as causas de sinergismo ou antagonismo entre os derivados de
petréleo (CHUKWUAND; OKHUMALE, 2009).

Poucos estudos relacionam o &lcool combustivel em ensaios de mistura,
apesar do alcool ser utilizado em mistura com gasolina em paises como Brasil,
Estados Unidos, Unido Européia, México, India, Argentina, Coldmbia e, mais
recentemente, no Japao. Por outro lado, o uso de alcool sozinho como combustivel
esta concentrado no Brasil, que hoje é o maior exportador e segundo maior produtor
mundial de alcool.

Hernando et al. (2003) realizaram uma série de experimentos utilizando
misturas de MTBE (éter metil terciario butilico) com diversos pesticidas. O MTBE
teve seu uso difundido como um oxidante do combustivel em gasolina, essa
substancia contamina as aguas subterraneas, agua potavel e outros organismos
aguaticos. Este estudo observou que a presenca de MTBE aumentou a toxicidade
de varios pesticidas (Diuron, Diclofluanida, TBT e Linuron). Foi observado, por
exemplo, que a presenca de MTBE aumentou a toxicidade do Diuron em mais do
que 50%, quando testada com o ensaio de V. fischeri (5, 15 e 30 min de exposi¢ao).
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Além disso, a resposta toxica manifestou-se dentro de 5 min enquanto que sem o
MTBE a mesma resposta surgiu apenas apos 30 min de exposi¢cdo. A presenca de
MTBE aumentou também a toxicidade do diclofluanida em 30%, quando medido com
0 ensaio de D. magna. Os autores concluiram neste estudo que a presenca de
MTBE aumentou substancialmente a toxicidade de outros poluentes, tais como 0s
pesticidas que estao frequentemente presentes no mesmo ambiente que o MTBE,
indicando que para a maior parte das amostras analisadas, ocorreu sinergismo.

O experimento conduzido por Mufioz e Tarazona (1993) teve como objetivo
determinar a toxicidade aguda dos quatro Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos
(antraceno, fenantreno, acenafteno e naftaleno), frequentemente detectados em
sistemas de agua doce, devido a contaminacao por 6leo, bem como quais seriam 0s
efeitos das misturas entre os quatro HPAs, em Daphnia magna. Os resultados
obtidos neste estudo indicaram que HPAs com trés anéis aromaticos, fenantreno e
antraceno, foram mais téxicos do que HPAs com dois anéis, acenafteno e naftaleno.
O composto antraceno foi o mais téxico (CE50-48h: 95 ug/L) e o naftaleno foi o
menos toxico (CE50-48h: 2194 pug/L). Este estudo corrobora com os dados de
Passino-Reader, Hickey e Ogilvie (1997) que relaciona o aumento da toxicidade com
0 aumento do numero de anéis aromaticos. De acordo com os autores do estudo,
efeitos sinérgicos entre diferentes HPAs devem ser esperados, entretanto, 0s
resultados mostraram que a acdo toxica para os quatro HPAs estudados resultaram
em um efeito inferior ao esperado caso ocorresse efeito aditivo (antagonismo).
Apesar dos autores utilizarem outra metodologia para analisar os efeitos das
misturas, este trabalho foi similar ao encontrado na presente dissertagéo.

Chukwuand e Okhumale (2009) realizaram experimentos com trés produtos
refinados de petréleo: gasolina, querosene e diesel e a mistura binaria entre eles,
utilizando a tilapia Oreochromis niloticus como organismo-teste. Eles observaram a
mortalidade dos organismos com 96 h de exposi¢édo. Para o ensaio com as misturas,
0s organismos foram expostos as seguintes concentracfes gasolina e querosene
(1:1); gasolina e querosene (1:6); gasolina e diesel (1:1); gasolina e diesel (1:2);
diesel e querosene (1:1); diesel e querosene (1:3). Os autores evidenciaram que a
gasolina é mais toxica e € o combustivel que mais contribui para a toxicidade da
mistura. Para avaliar os efeitos da mistura dos combustiveis, os autores utilizaram
testes com base em modelos de concentracdo de adicdo, as interacdes entre 0s

compostos nas varias propor¢cbes apresentou grande parte, efeitos sinérgicos,
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exceto para a gasolina de querosene (1:1), que foi apresentou efeitos aditivos. Eles
concluiram que a toxicidade do querosene e do diesel foi grandemente aumentada
na presenca de gasolina.

Em um estudo que utilizou D. similis como organismo-teste e outros
contaminantes, Prestes, Jonsson e Castro (2012) avaliaram a inibicdo da mobilidade
de formulac¢des fungicidas a base de piraclostrobin e epoxiconazol, isoladamente e
em mistura sobre Daphnia similis, mediante determinagdo da Concentragéo Efetiva
Média (CE50-48h) de cada uma das formulacdes. Também foi determinado o
possivel efeito sinérgico ou antagbnico que o uso conjugado dos dois fungicidas
poderia exercer em relacdo a sua toxicidade. Foram encontrados valores de CE50-
48h de 18,36 pg.L™ para a formulacéo & base de piraclostrobin, de 89,98 pg.L-1 para
a formulacdo a base de epoxiconazol e de 23,50 pg.L” para a mistura. A
determinacdo do indice de Aditividade (IA) sugere que a mistura dos principios
ativos exerceu apenas efeito toxicologico aditivo sobre o organismo-alvo.

Boillot e Perrodin (2008) avaliaram experimentalmente em laboratério, os
efeitos combinados de solu¢des de misturas contendo glutaraldeido e surfactantes
em Daphnia, neste estudo os autores observaram efeitos antagénicos da mistura.

Zagatto (1995) analisou o efeito de dois algicidas individualmente e em
mistura sobre Daphnia similis. Foi utilizado o sulfato de cobre e o peroxido de
hidrogénio e os resultados dos ensaios foram expressos em CE50; 48 h, em mg/L.
Através dos ensaios de toxicidade aguda com Daphnia, Zagatto (1995) verificou que
a toxicidade da mistura dos dois algicidas, em diferentes proporcdes, se revelou
inferior a soma da toxicidade de cada uma das duas substancias individualmente.
Utilizando o modelo proposto por Marking (1977), o autor concluiu que os efeitos
interativos desses dois algicidas em misturas sdo menos que aditivos (antagonismo).

Na presente dissertacdo, a interagao entre a gasolina e suas fracdes com o
alcool, evidenciou também toxicidade inferior a esperada caso ocorresse efeito
aditivo (antagonismo).

De acordo com Parvez, Venkataraman e Mukherji (2009), muitos fatores sao
responsaveis pelo comportamento toxicidade de uma mistura, tais como coeficiente
de particdo octanol-dgua (log Kow), polaridade de produtos quimicos, indice de
conectividade de valéncia e a composicao da superficie celular do organismo-teste.

Uma explicacdo para que as trés misturas apresentassem efeitos antagonicos

é o fato que dentre os trés combustiveis estudados, o &lcool apresenta um valor de
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coeficiente de particdo octanol-agua de -0,31 (Tabela 6) que € um valor muito baixo
em comparacdo ao das gasolinas. E possivel que a presenca do alcool com a
gasolina e suas fracdes, faca com que estas misturas figuem com um log Ko, menor,
consequentemente, volatilizam-se facilmente e tornam-se menos lipofilicas.

Cruz, Carvalho e Stragevitch (2003), realizaram medi¢cOes de pressao de
vapor de uma gasolina petroquimica aditivada com etanol anidro e constatou que a
adicao de alcool a gasolina afeta significativamente sua volatilidade, promovendo a
quebra das ligacGes intermoleculares dos hidrocarbonetos, facilitando assim sua
evaporacao e sendo observado o aumento da presséo. Este estudo também auxilia
a entender melhor os efeitos antagonicos obtidos nesta dissertacdo, uma vez que a

adicao de alcool contribuiu para a diminuicdo da toxicidade da mistura.



78

4.2. Etapa Il: Avaliagdo ecotoxicolégica em area co m histérico de

contaminacgao por gasolina

4.2.1. Ensaios ecotoxicol6égicos com amostras de agua subterrdnea

A Tabela 17 apresenta as principais caracteristicas fisicas e quimicas das
amostras de agua subterranea obtidas em area de contaminagcdo antiga por

gasolina.

Tabela 17 - Principais parametros fisico-quimicos das amostras de &agua

subterrdnea em area com contaminacao antiga por gasolina.

PARAMETROS *V.0. P1 P2
COT (mg/L) - 1,18 36,8
DQO (mg/L) - 45 147,2
TPH - GRO (pg/L) - 150 322513,2
BTEX
Benzeno (ug/L) 5 0,45 6046
Tolueno (ug/L) 170 0,45 25048
Etilbenzeno (pg/L) 200 0,45 3472
m,p-Xilenos (ug/L) 300 0,45 17584
o-Xileno (ug/L) 0,45 7954

*Valor Orientador — Portaria N° 2914/11 do Ministério da Saude. Valores em italico representam

metade do Limite de Detecc¢éo (LD). Em negrito, sdo concentragcfes acima dos V.O.

Analisando-se os resultados da Tabela 17, observa-se que a amostra de agua
subterranea P2 apresenta valores extremamente altos de TPH-GRO (322513,2 ug/L)
e dos monoaromaticos individuais do grupo BTEX. Estes compostos merecem maior
preocupacdo, devido a toxicidade e solubilidade em &gua. O benzeno, um dos
compostos mais perigosos, apresentou concentracdo de 6046 pg/L o que € 1200
vezes maior que o Valor Orientador (5 pg/L) adotado pela Portaria N° 2914/11 do
Ministério da Saude.

O tolueno na amostra P2 apresentou um resultado de 147 vezes maior que 0
Valor Orientador. Trata-se de composto bastante toxico e se ingerido, provoca
depressao no sistema nervoso central.

O fato das amostras de agua subterrdnea serem muito ou moderadamente

téxicas mesmo depois de longo tempo de ocorrido o derramamento sugere o
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aprisionamento desses hidrocarbonetos na faixa saturada, prolongando a presenca
dos mesmos no ecossistema, apesar da alta volatilidade desses compostos.

Os resultados referentes aos ensaios de toxicidade aguda com D. similis
expostas a amostras de agua subterrdnea obtidas de uma area com contaminacéo
antiga por gasolina sdo apresentados na Tabela 18. Para o controle negativo dos
ensaios utilizou-se agua reconstituida.

As curvas de toxicidade aguda (Figura 28) indicam a imobilidade dos
organismos obtida apos 48 h de exposicdo para as concentracdes geradas a partir
de cada amostra ambiental de agua subterranea utilizando D. similis. Os resultados
dos ensaios foram expressos em CE50 (%) e em Fator de Toxicidade (FT). Nao

houve organismos afetados no controle.

Tabela 18 - Resultados dos ensaios de toxicidade com D. similis com amostras de
agua subterrdnea em area com contaminacdo antiga por gasolina.
Amostra CE50 (%) 48h FT

P1 44,54 8
P2 22,14 8

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 18 as duas amostras
de a&gua subterranea apresentaram toxicidade relevante. Analisando-se a CE50 das
duas amostras verifica-se que a P2 foi duas vezes mais toxica que a P1. De acordo
com a escala de toxicidade (Tabela 10), a amostra P1 seria classificada como sendo
toxica e a P2 muito toxica.

Figura 28 — Curvas de toxicidade aguda para as amostras de agua subterranea e

diluicdes para D. similis ap6s 48 h de exposicéo.
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4.2.2. Ensaios ecotoxicolégicos com amostras de agua superficial

A Tabela 19 apresenta as principais caracteristicas das amostras de agua

superficial em area alagada com historico de contaminacéo por gasolina.

Tabela 19 — Principais parametros fisico-quimicos das amostras de agua superficial

em area com contaminacao antiga por gasolina.

PARAMETROS *V.0. Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8
pH 6a9 647 7,6 7,06 6,28 6,68 6,01 6,31 6,1
Condutividade - 110,9 77,9 167,2 1254 2104 84,5 167,2 -

TPH - GRO (ug/L) 150 1833,1 1854,3 391,6 359,4 463,2 7354 150

COT (mglL) - 27 226 103 20 926 201 190 36
DQO (mg/L) - 2988 5649 19868 2142 689,8 4683 367,7 173
BTEX

Benzeno (pg/L) 5 045 7,804 197,6 47,03 1534 27,67 741 045
Tolueno (ug/L) 2 045 045 045 7,354 5178 5926 18,72 17,79
Etibenzeno (ug/L) 90 045 045 045 24 045 3618 045 045
m,p-Xilenos (ug/L) 0,45 31,7 13,79 6,815 7,423 8,41 2515 0,45

300
o-Xileno (ug/L) 045 2326 11,78 045 4,122 045 549 045

*Valor Orientador — CONAMA 357/2005: Classe 1 — Aguas doces.

Os resultados referentes aos ensaios de toxicidade aguda com D. similis
expostas as amostras de aguas superficiais da area de contaminacdo antiga por
gasolina, sdo apresentados na Tabela 20. Para o controle negativo do ensaio
utilizou-se agua reconstituida. As curvas de toxicidade aguda (Figura 29) indicam a
imobilidade dos organismos obtida apds 48 h de exposicdo para as concentracdes
utilizadas em cada amostra de agua superficial utilizando D. similis. Os resultados
dos ensaios foram expressos em CE50 (%) e em Fator de Toxicidade (FT). N&o

houve organismos afetados no controle.
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Tabela 20 - Resultados dos ensaios de toxicidade aguda com Daphnia similis com
amostras de agua superficial em area com contaminacdo antiga por

gasolina.

Amostra CE50 (%) 48h FT

Al NC 1
A2 NC 2
A3 NC 1
A4 NC 1
A5 NC 1
A6 NC 1
A7 NC 1
A8 NC 1

NC: Nao calculado.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 20, n&do foi observada
imobilidade superior a 50% dos organismos em nenhuma das 8 amostras de agua
superficial e, portanto, a CE50(%) néo foi calculada.

Todas as 8 amostras foram classificadas como sendo ndo toxicas segundo a
Tabela 10. A baixa toxicidade destas aguas pode estar relacionada, com o fato do
derramamento ter ocorrido ha mais de dois anos e como grande parte da gasolina é
composta por fragcdes leves que evaporam rapidamente quando presentes em
ambientes abertos, como a area alagada em questao.

Adicionalmente, analisando a Tabela 19 pode-se observar que os valores
encontrados para o benzeno estavam acima do Valor Orientador em 6 das 8
amostras analisadas e o tolueno em 5 das 8. Tais amostras n&do conferiram

toxicidade para as Daphnias.
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Figura 29 — Curvas de toxicidade aguda e diluicdes para cada amostra de agua

superficial para D. similis, obtidas apds 48 h de exposicéo.
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4.2.3. Ensaios ecotoxicoldégicos com amostras de sedimento

A caracterizacdo fisica e quimica das amostras de sedimentos é

apresentada na Tabela 21.

Tabela 21 - Principais parametros fisico-quimicos das amostras de sedimento em

area com contaminacéo antiga por gasolina.

PARAMETROS  V.O.* S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8
Argila (%) - 40 49,6 633 405 40,7 46,4 42,7 157
Silte (%) - 57 43 351 48,6 51,9 46,2 493 61,3
Areia Total (%) - 3 717 1,69 106 7,14 7,36 791 227
COT (%) 10 1,67 30,7 682 163 19,4 4,83 16 28,3
TPH-GRO' - 1215,5 23178 34500 2640,8 3826,5 45526,6 2411,6 2830,2
BTEX'

Benzeno 60 3,645 2069 226,3 4425 11,55 220,3 77 8,5

Tolueno 30000 3,645 16,3 7,1 125,9 11,5 15,95 86,2 8,5
Etilbenzeno 35000 3,645 756,5 657,9 283 11,5 880,7 7,25 8,5
m,p-Xilenos 3,645 3849,7 34757 1255,8 658,9 2308,5 282,44 8,5

25000
o-Xileno 3,645 2919,1 1133,7 722,7 274,1 904,1 169,1 8,5

*Valor Orientador — CONAMA 420/2009: Solo — Valor de Investigacao.

1mg/kg de peso seco

Os resultados referentes aos ensaios de toxicidade aguda com D. similis
expostas aos sedimentos obtidos de area alagada com historico de contaminacéo
por gasolina sdo apresentados na Tabela 22. Para o controle negativo do ensaio
utilizou-se apenas agua reconstituida.

As curvas de toxicidade aguda, na Figura 30, indicam a imobilidade dos
organismos obtida apo6s 48 horas de exposi¢do para as concentragfes utilizadas em
cada amostra de sedimento utilizando D. similis. Os resultados dos ensaios foram

expressos em CES0 (%) e em Fator de Toxicidade (FT).
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Tabela 22 - Resultados dos ensaios de toxicidade com D. similis com amostras de
sedimento em area com contaminagao antiga por gasolina.
Amostra CE50 (%) 48h FT

S1 63,73 4
S2 35,36 4
S3 63,26 4
S4 53,59 8
S5 70,71 2
S6 65,98 2
S7 68,30 2
S8 63,73 2

Ao analisar a Tabela 21, pode-se notar que a o benzeno foi novamente o
composto que ultrapassou o limite do Valor Orientador: de 8 amostras, 5 estavam
com concentragdes acima. A toxicidade encontrada nos ensaios com sedimento, sob
a forma de elutriato, para D. similis pode ser devida a outros parametros néo
analisados como metais, compostos persistentes organicos, entre outros.

Os resultados dos ensaios granulométricos indicaram um alto teor de argila e
silte (fracbes mais finas) para as amostras de sedimento analisadas. O ensaio
granulométrico compde estudos de andlise de risco onde o tipo de solo é um dos
fatores que influenciam o deslocamento de contaminantes. A quantidade de
contaminantes adsorvidos é regida pela proporcdo de argila presente no
solo/sedimento. Solos com maior contetdo de argila apresentam maiores teores de
contaminantes adsorvidos. (VARZACACOU, 2009; FELIX; NAVICKIENE; DOREA,
2007).

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 22, comparando o
CE50(%) das nove amostras de sedimentos verifica-se de acordo com a Tabela 10
que as amostras S1, S3 ao S8 sado classificadas como sendo moderadamente

tdxicas, enquanto que a amostra S2 se classificaria como sendo téxica.
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Figura 30 - Curvas de toxicidade aguda para amostras de sedimentos para D. similis,

obtidas apds 48 horas de exposicao.
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A maioria dos artigos sobre contaminacdo ambiental por derivados de

petrdleo estdo relacionados ao impacto sobre os organismos marinhos (DAVISON et
al., 1993; BARRON et al, 1999; PAIXAO et al., 2007; TATEM; COX; ANDERSON,
1978; RODRIGUES et al, 2010; BARATA et al., 2005; KOYAMA, KAKUNO, 2004,
NEFF et al., 2000; VERA; TAM; PINTO, 2009; KATSUMITI et al., 2009), visto que o
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meio marinho é o ambiente mais propicio a ocorrer um derramamento acidental
(casos dos navios petroleiros Exxon Valdez em 1989 no Alasca e do Prestige em
2002 na costa da Galicia, este ultimo afetou todas as atividades ligadas a
maricultura e pesca, bem como o valor turistico de varios trechos da costa), devido a
exploracdo de petrdleo no mar e a constante travessia de grandes petroleiros.
Poucas espécies de agua doce sdo estudadas, o género onde ha mais estudos
relacionados é o da Daphnia (SOUTHWORTH; BEAUCHAMP; SCHMIEDER, 1978;
BHATTACHARYYA; KLERKS; NYMAN, 2003; ABERNETHY et al., 1986; TRUCCO;
ENGELHARDT; STACEY, 1983; RATUSHNYAK et al., 2009).

A bibliografia sobre ensaios ecotoxicolégicos com compostos derivados do
petréleo apesar de ser vasta, poucos sao 0s estudos que possam ser comparativos
com este, pelo organismo-teste escolhido e pelo tipo de ensaio aplicado.

Ha uma variedade de residuos produzidos por ou associados com a producao
de petréleo e gas offshore. Estes incluem agua de producao, fluidos de perfuracéo a
base de Oleo e a base de agua, 6leo oriundo de processos de extracdo e
combustivel/diesel provenientes de navios e equipamentos.

Uma grande variedade de compostos de hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos foi identificado no sedimento, agua e biota da regido dos Grandes Lagos
e de seus afluentes. As fontes de contaminacdo sdo de residuos quimicos das
regides industrializadas circundantes dos Estados Unidos e Canadad. Um dos
objetivos do estudo de Passino-Reader, Hickey e Ogilvie (1997) foi determinar a
toxicidade de varios tipos de hidrocarbonetos policiclicos dos Grandes Lagos em
Daphnia pulex. Os reagentes quimicos foram comprados com grau de pureza >
99%.

Os compostos testados foram previamente identificados nos Grandes Lagos
guando ndo havia 0 mesmo composto comercialmente disponivel, foram comprados
reagentes com estruturas quimicas parecidos. Os resultados de alguns compostos
em CES50 48 h foram: 1,1,3-trimetilciclohexano: 1,0 mg/L; biciclohexil: 0,035 mg/L;
bifenilo: 1,6 mg/L, ciclohexilbenzeno: 0,55 mg/L; 9,10-dihidroantraceno: 0,56 mg/L;
9,10-dihidrofenantreno: 0,42 mg/L; diciclopentadieno: 4,2 mg/L. Os autores
concluiram neste estudo que a toxicidade esta relacionado com o tamanho e
aromaticidade da molécula. Houve um aumento da toxicidade com o aumento do

namero de anéis para os hidrocarbonetos poliaromaticos.
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Trucco, Engelhardt e Stacey (1983) realizaram experimentos de toxicidade e
acumulacdo expondo Daphnia pulex a cinco hidrocarbonetos aromaticos: benzeno,
naftaleno, fenantreno, benzoantraceno e benzopireno. A acumulacao foi avaliada
sob trés condicbes: somente com a agua contaminada, a partir de algas pré-
acumuladas com os hidrocarbonetos e a partir de um meio em que agua e algas
foram contaminadas. Os autores verificaram que a toxicidade dos cincos
hidrocarbonetos aromaticos mostraram uma relacdo direta com o peso molecular,
além disso, observaram que o benzeno foi o menos acumulado, enquanto o
naftaleno mostrou a maior absorcgéo, especialmente das algas.

Southworth, Beauchamp e Schmieder (1978), avaliaram a extensado e a
velocidade com que o HPA em ambientes aquaticos sdo acumulados pelo
zooplancton, Daphnia pulex. Estudos comprovaram que Daphnias podem acumular
compostos organicos hidrofébicos como o DDT (CROSBY; TUCKER, 1971),
hexaclorociclohexano (CANTON et al., 1975), e o antraceno (HERBES; RISI, 1978).
A acumulacdo de HPAs em organismos pode ser explicado por uma propriedade
fisica denominada coeficiente de particdo octanol-agua. Neste experimento foi
medido a relacdo da concentracdo de HPA na Daphnia/concentracdo de HPA na
agua, o efeito combinado do aumento da concentracdo de HPA na Daphnia e a
diminuigdo da concentracdo de HPA na agua produz uma curva de bioacumulagéo.
HPAs foram concentrados em Daphnia cerca de 10.000 vezes para o0
benzoantraceno e cerca de 100 vezes para o naftaleno.

Um estudo desenvolvido por Ratushnyak et al. (2009) investigou o efeito do
petréleo e seus produtos refinados sobre Daphnia magna. Os autores compararam
os efeitos da toxicidade aguda e crbnica sobre D. magna e avaliaram o grau de
toxicidade dos compostos testados. Os efeitos tdéxicos sdo reduzidos na seguinte
direcdo: 6leo diesel > petroleo bruto > benzina A-76 > extrato aquoso de benzina A-
93 > extrato aquoso de benzina A-76. Os efeitos cronicos observado foram reducgéo
da fertilidade e diminuicdo da sobrevida.

As espécies do género Daphnia parecem ser mais resistentes a benzeno do
que as de peixe. Duas espécies de microcrustaceos, Daphnia pulex e Daphnia
magna, foram empregadas em testes de toxicidade aguda tendo o benzeno como
agente toxico. Para a USEPA (1980), a CL50, 48 horas para D. magna situou-se

entre 203 e 620 mg/L e para D. pulex, esses valores situaram-se entre 265 e 345
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mg/L. Pouco se sabe sobre a toxicidade do tolueno para Daphnia magna, segundo a
USEPA (1980), esses valores situam-se entre 60 e 313 mg/L.

Galassi et al. (1988) e Tosato et al. (1993) testaram a toxicidade de alguns
aromaticos sobre Daphnia magna, e os valores de CE50 referente ao benzeno foram
muito similares para ambos, 231 pM descrito no primeiro estudo, e 223,9 uM
evidenciado no segundo trabalho. Os valores de CL50 (48 h) referente ao tolueno
foram, respectivamente, 76 uM e 69,2 uM.

Khan, Warith e Luk (2007) avaliaram os efeitos da toxicidade aguda do
biodiesel puro, misturas de biodiesel e diesel e diesel puro em Oncorhynchus mykiss
e Daphnia magna. Os resultados expressos em CL50-24h para Daphnia magna
foram: diesel: 1,78 ppm; B100: 4,65 ppm; B50: 3,29 ppm; B20: 4,54 ppm e B5 1,98
ppm, onde B100 representa 100% do biodiesel; B50, uma mistura de 50% de diesel
e biodiesel; B20, 20% de biodiesel e B5, 5% de biodiesel. Para o ensaio de
toxicidade aguda com o peixe Oncorhynchus mykiss, os autores obtiveram as
seguintes CL50-96h: diesel: 354,01 ppm; B100: 710,17 ppm; B50: 372,71 ppm; B20:
693,05 ppm; B5: 402,00 ppm. Os autores concluiram que o biodiesel e misturas de
diesel e biodiesel produzidos a partir de O6leos ndo comestiveis sao
consideravelmente menos tdxicos para 0s organismos aquaticos que o diesel
convencional. Levando-se em conta suas excelentes propriedades de combustédo e
biodegradabilidade, o biodiesel ser considerado uma alternativa viavel em relagéo ao
diesel. Apesar do biodiesel e das misturas de diesel com biodiesel serem menos
toxicas que o diesel convencional, os resultados deste estudo demonstram que o
risco para 0s organismos aquaticos, é ainda bastante substancial.

Abernethy et al. (1986) estudou as toxicidades agudas de 38 hidrocarbonetos
e hidrocarbonetos clorados para dois crustaceos plancténicos, Daphnia magna de
agua doce e de agua salgada Artemia. Em ambos os casos concentracdes médias
letais (valores CL50) as 48 h e 24 h, respectivamente, foram fortemente
correlacionada com a solubilidade aquosa. Alguns dos valores de CL50 encontrados
para Daphnia: benzeno 400 mmol/m® tolueno 125 mmol/m?® etilbenzeno 20
mmol/m?;, p-xileno 80 mmol/m*; m-xyleno 90 mmol/m? o-xyleno 30 mmol/m?;
naftaleno 36,9 mmol/m?; bifenil 7,1 mmol/m?; fenantreno 1,16 mmol/m3; antraceno 0,
2 mmol/m?; pireno 0,45 mmol/m?; diclorometano 1599 mmol/m?; triclorometano 662
mmol/m®  clorobenzeno 51,6 mmol/m® 1,2-diclorobenzeno 16 mmol/m>;

pentaclorobenzeno 1,2 mmol/m?.
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Niederlehner, Cairns e Smith (1998) estudaram a toxicidade aguda e crbénica
dos BTEX. Segundo os autores, a CL50(48h) de benzeno e tolueno para o
microcrustaceo Ceriodaphnia dubia foram, respectivamente, 221uyM e 41uM.
Marchini et al. (1993), estudando a mesma espécie, encontrou os valores de 236 uM
e 97,7 uM. O tipo de sistema de teste aplicado pelos autores foi em sistema fechado,
para minimizar a volatilizacdo dos compostos, porém com renovac¢do da solugdo-
teste.

A toxicidade de efluentes derivados da industria do petréleo tem sido
mundialmente avaliada principalmente, através de ensaios ecotoxicoldégicos com
organismos marinhos e estuarinos. |hara (2008) avaliou a toxicidade da agua de
producédo utilizando a diatomécea Skeletonema costatum, o copépodo Acartia tonsa
e o misidaceo Mysidopsis juniae. Neste estudo, a autora obteve uma CE50 (72h) de
13,41% no ensaio com S. costatum, CL50 (48h) obtida para o copépodo A. tonsa
11,56% e uma CL50 (96h) de 3,2% para o misidaceo M. juniae.

Vera, Tam e Pinto (2009) realizaram ensaios ecotoxicolégicos para
determinar os efeitos do petroleo cru, diesel e gquerosene sobre o crescimento
populacional da diatomacea Chaetoceros gracilis, determinou-se neste estudo a
CE50 (96 horas) como conclusdo os autores verificaram que o mais toxico foi a
solucdo com diesel (90 mg.L™), seguido por solucdo de querosene (98 mg.L™?) e a
solucdo com o petréleo bruto (867,5 mg.L™).

Paix&o et al. (2007), realizou experimentos com a Frag&o Sollvel em Agua de
14 tipos diferentes de formulacbes de gasolina em Tetraselmis chuii (cultura de
microalgas) e Crassostrea rhizophorae (embrides). As microalgas e os embrides das
ostras foram expostos a diferentes concentracbes de fracdes sollveis em agua
(FSA) da gasolina, durante 96 e 24 h, respectivamente. Os endpoints CL50-96h
(concentragcdo que provoca 50% de inibicAo do crescimento em culturas de
microalgas) e CE50-24h (concentragdo que provoca anormalidades em 50% dos
embribes expostos) foram analisados. Para os testes de microalgas, obteve-se
100% da FSA de cada formulacéo de gasolina e os componentes foram dosados em
uma série de diluicdo geométrica (0%, 4,6%, 10,0%, 22,0%, 46,0% e 100%). As
mesmas diluicdbes de formulagbes de gasolina e 0s seus componentes foram
aplicados ao teste de desenvolvimento embrionario da ostra, por uma periodo de
24h. Como outros produtos petroquimicos, a gasolina contém hidrocarbonetos

aromaticos especialmente benzeno e derivados contaminantes, associados a alguns
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compostos aromaticos policiclicos. Estes compostos apresentam capacidade de
dissolugcédo variavel, de acordo com a sua estrutura e propriedades quimicas. O
resultado do ensaio com embrides expresso em CE50-24h variou muito com as 14
formulacbes da gasolina (1,37 — 32,36%), para 0 ensaio com a microalga
Tetraselmis chuii as CL50-96h variaram muito também (4,93 — 96,52%).

O ensaio com sedimento, sob a forma de elutriato, € realizado com a mistura
de quantidades pré-determinadas de sedimento e agua de diluicdo para a obtencéo
de resultados mais proximos das caracteristicas de uma ressuspensao ou de uma
dragagem (USEPA, 1998). Em estudo realizado no estado do Espirito Santo, foi
utilizada a bactéria luminescente Vibrio fischeri para avaliar impactos causados por
derramamentos de Oleo diesel e 6leo combustivel. Estudando sedimento, verificou-
se que mesmo apos 7 meses decorridos do derramamento de Oleo diesel e 2 anos
ap0s o acidente com Oleo combustivel, os corpos d'agua ainda apresentavam
toxicidade para V. fischeri (D’'ISEP et al., 2008).

Substancias organicas com valores altos de coeficiente de particdo
octanol/agua (Kow) € moléculas carregadas negativamente podem acumular-se em
grandes gquantidades nos sedimentos e em soélidos suspensos. Eles podem diminuir
os efeitos téxicos de varios contaminantes, sobre determinados organismos,
reduzindo a sua concentracdo livre, a0 mesmo tempo aumentando a
biodisponibilidade  para  outros organismos (WELTENS; GOOSSENS;
PUYMBROECK, 2000).
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4.3. Ensaio de sensibilidade para D. similis

Foram realizados 5 ensaios de sensibilidade com NaCl como mostra a Tabela
22. A carta-controle esta representada na Figura 31. A média encontrada para os
ensaios de sensibilidade foi 1868,70 mg/L; o desvio-padrédo, 182,03 mg/L. O valor
obtido no ensaio de sensibilidade deve estar compreendido num intervalo de + 2
desvios-padrdo em relacdo a meédia. O limite superior da carta € igual a 2232,76

mg/L e o limite inferior € 1504,64 mg/L.

Tabela 23 — Ensaios de sensibilidade de D. similis com Cloreto de Sodio (NaCl).
Ensaio Data do ensaio CE50 (mg/L) 48 h

1 08/05/2013 1938,23
2 18/06/2013 2015,12
3 16/07/2013 2033,33
4 21/08/2013 1620,28
5 17/09/2013 1736,57

Figura 31 — Carta-controle do organismo D. similis para a substancia de referéncia
NacCl.
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5. CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que a Gasolina C adicionada diretamente na
agua foi 1.315 vezes mais toxica que a fracdo soluvel-FSA da mesma gasolina e
1.477 vezes superior a obtida com a fracdo dispersa-FDA. Ja a Gasolina P colocada
diretamente na dgua de diluicdo apresenta uma toxicidade 303 vezes superior a FSA
e 67 vezes superior a FDA da mesma.

A mistura da Gasolina C, sua FSA e FDA com o alcool resultou em efeito
menos que aditivo (antagbnico) no que tange a toxicidade a D. similis, sugerindo que
a presenca do &lcool, embora aumente a dispersdo da gasolina, diminui a
toxicidade.

O ensaio simulando a contaminacéo antiga demonstrou uma clara reducao da
toxicidade, evidenciando que fatores como a evaporacao propicia a volatilizagéo dos
compostos volateis. Entretanto, as andlises quimicas, assim como a avaliacdo da
toxicidade de amostras obtidas em area com histérico de contaminagdo antiga
indicaram a presenca de BTEX e TPH-GRO, além da toxicidade para as amostras
de éagua subterranea, indicando a permanéncia por aprisionamento desses
compostos na zona saturada por tempo prolongado e auséncia de intemperismo.

As amostras de sedimentos de area alagada também revelaram presenca de
hidrocarbonetos e toxicidade, indicando que tais compostos podem ter ficado
adsorvidos na matriz ou podem ser provenientes da zona saturada.

Quanto as amostras de agua superficial, apesar do benzeno ter ficado acima
do Valor Orientador em 6 das 8 amostras, ndo houve toxicidade aguda para D.
similis.

Os resultados do presente estudo contribuem para o aprofundamento dos
conhecimentos acerca das interagfes gasolina e alcool em contaminacdes recentes

e antigas.
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6. SUGESTOES PARA FUTURAS PESQUISAS

Ampliacdo do numero de bioindicadores de diferentes niveis troficos em
ensaios similares, com vistas a uma avaliagdo mais abrangente da
ecotoxicidade de combustiveis, suas misturas e fracoes;

Estudo da toxicidade crénica para uma avaliagdo mais completa dos efeitos
da gasolina e suas misturas para 0s organismos;

Tendo em vista 0 numero relativamente reduzido de bioindicadores para
sedimento, a producao de lixiviados para ensaios em matriz liquida pode ser
uma estratégia a ser adotada;

Quantificagdo dos hidrocarbonetos da gasolina e do etanol por cromatografia
para as diferentes diluicdes e, principalmente nas FSA e FDA obtidas ao
longo dos ensaios para melhor compreensdo acerca da toxicidade dessas

fracOes.
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