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1. INTRODUCAO

Os acidentes que envolvem o derramamento de derivados do petréleo no meio
ambiente sdo muito impactantes, causando prejuizos sdo ainda maiores do que
0s visiveis. Todos o0s seres vivos presente naquele ecossistema afetado serdo
prejudicados de forma geral. A poluicdo das aguas provoca a diminuicdo da
biodiversidade nativa e possivelmente a extingdo de determinados
ecossistemas.

Especificamente a espécie bioindicadora Artemia. Tal espécie é dependente da
filtracdo para sua alimentacéo e respiracao, processo (filtracdo) que necessita
de um ambiente equilibrado para que possa ser realizado com sucesso, seu
mau rendimento logo indicar que o ambiente onde a espécie (Artemia)
encontra-se estara alterado e/ou poluido, ou seja, possivelmente impactado.

Segundo Dornfeld (2002), os testes de toxicidade séo estudos laboratoriais,
executado sobe circunstancias experimentais, adotado para avaliar a
toxicidade de substancias, (aguas ou sedimentos). Neste estudo, organismos-
testes sdo submetidos a diversas concentracdes de amostra e os efeitos
téxicos produzidos sobre eles sdo observados e quantificados. Entretanto, com
0os testes ndo podem se obter uma resposta exata dos riscos que uma
substancia apresenta para o0s seres vivos, pois € dificil determinar os
resultados de toxicidade obtidos para o0s organismos em laboratério,
principalmente os de diferentes espécies (Ribo, 1997).

Esses testes tém como finalidade identificar os riscos agregados a substancias
e definir quais as condicdes de exposicao a esses riscos sdo induzidos (James,
2000). De acordo com Hodgson, a toxicologia é dividida nos seguintes ramos:
toxicologia clinica, onde analisa os efeitos de drogas em seres humanos;
toxicologia forense, cujo objetivo € detectar o uso ilegal de agentes toxicos para
fins judiciais e toxicologia ambiental, a qual se preocupa com o destino dos
agentes toxicos, seus metabdlitos e produtos de degradagdo no ambiente e
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nas cadeias alimentares e com o efeito desses contaminantes sobre os
organismos e as populacdes.

A toxicologia ambiental sdo estudos diversificados que interagem diversas
areas de estudo como a biologia, quimica, anatomia, genética, fisiologia,
microbiologia, ecologia, ciéncias do solo, dgua e atmosfera, epidemiologia,
estatistica e legislacdo (Zakrzewski, 2001). A ecotoxicologia € uma
continuidade dos estudos tdéxicos na area ambiental, onde analisa os impactos
ocasionados por fatores quimicos e fisicos sobre os ecossistemas (Ronco,
2004).

A ecotoxicologia aquética tem por finalidade estudar os impactos quimicos
sobre organismos de seu ecossistema. Os efeitos do poluente podem
ocasionar alteracbes em sua composi¢do, desde estruturas celulares até em
comunidades. Os estudos envolvem desde o transporte até o destino dos
impactantes no ambiente marinho. As avaliacdes toxicas sdo utilizadas pois, 0s
ecossistemas aquaticos constituem o0s principais reservatérios de afetados
diretamente por corpos d’agua no descarte inadequado de efluentes.

As substancias avaliadas tém como objetivo a obtencdo de dados para estudos
quimicos, porem o0s testes com aguas contaminadas sdo aplicados para
comprovar o enquadramento nos padrées permitidos. Uma de suas metas é o
desenvolvimento de testes téxicos, que limitam certos niveis de né&o
conformidade e que sirvam de modelo para as empresas reguladoras para a
tomada de decisoes.

Os testes de toxicidade sédo qualificados em agudos e crénicos. Os agudos sao
aplicados para verificar os resultados toxicos sobre espécies marinhas no curto
espaco do tempo de vida do bioindicador. Ja a avaliacdo cronica é realizada
para calcular os efeitos de substancias quimicas sobre espécies marinhas por
um determinado tempo ou todo o ciclo de vida do bioindicador.

Os testes de toxicidade aguda permitem que valores de
CE50 e CL50 , os valores de concentragbes efetivas e
letais sdo expressos em relacdo a 50% dos organismos
porque estas respostas sdo mais reprodutiveis, podem
ser estimadas com maior grau de confiabilidade e sdo
mais significativas para serem extrapoladas para uma
populacdo. A Unica limitacdo desses métodos em relacao
aos métodos paramétricos € que devem cobrir o intervalo
de zero a 100% de mortalidade ou de efeito agudo.
(CETESB, 1990).

O crustaceo de agua salgada Artemia salina também conhecida com camaréo
de salmoura é uma espécie muito utilizada em testes de toxicidade. A escolha
do bioindicador foi devido seu baixo custo, facil cultivo e permanéncia em
laboratorio. O uso de Artemia salina € util quando se pretende testar a
toxicidade de efluentes, e apresentam alta salinidade, visto que o parametro é
um fator importante para espécies de agua doce (Beatice, 2001).

Os residuos sélidos e efluentes que sdo langados no ambiente aquatico
causam impactos, principalmente os efluentes e residuos derivados de
atividades de desenvolvimento e produgdo de petroleo e gas natural
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decorrentes do aumento, da exploracdo e do consumo desses recursos nao
renovaveis. (Priscila, 2004)

O poluente utilizado no estudo é a gasolina, que é composta por
hidrocarbonetos e aditivos, usados para melhorar o desempenho do
combustivel e do motor. Quando a gasolina € derramada em ambiente
aquatico, ndo ocorre a mistura completa das substancias, pois a gasolina é
classificada como um solvente apolar e a agua como polar, criando outra fase
acima do nivel aquético (segunda camada).

Um acidente decorrente do derramamento pode ocasionar uma série de
impactos, dentre eles alteracdes fisicas e quimicas dos ecossistemas naturais,
por exemplo, da incorporacdo do Oleo ao sedimento, recobrimento fisico da
fauna e flora, efeitos letais ou subletais nos organismos, e mudangas nas
comunidades biologicas resultantes dos efeitos do 6leo sobre organismos-
chave.

2. JUSTIFICATIVA

Artemia salina € um microcrustaceo da ordem Anostraca, usado neste trabalho
como bioindicador de toxicidade. O bioindicador Artemia € um crustaceo
fitrador que se alimenta de bactérias, algas unicelulares, pequenos
protozoarios e detritos dissolvidos no meio. A filtracdo acontece nos
toracopodos, onde sua funcdo é conduzir as particulas alimenticias para o
sistema digestivo.

Buscando analisar a toxidade em ambientes marinhos apds acidentes
envolvendo derivados de petroleo, utilizamos como bioindicador de toxicidade a
Artemias salinas, tendo com meio seu baixo custo econdmico, e por ser uma
espécie de facil manipulacdo em laboratdrio.

A fonte hidrocarbbnica e as caracteristicas do ambiente marinho sé&o
responsaveis pela extensdo da contaminacao, pela dispersdo do poluente, e
consequentemente, pelos impactos aos ecossistemas. Sendo assim,
ambientes diferentes, respondem de forma diferente a um mesmo
contaminante.

A gasolina tem com composicdo basica o hidrocarboneto, compostos de
enxofre e metalicos, nitrogénios e oxigenados. Seu aspecto fisico isento de
matérias em suspensao, liquido, limpido e amarelado possuindo um odor forte
e caracteristico (FISPQ - Petrobras).

O conjunto de fatores (fisico, quimico e biologico) e condi¢cdes (corrente
marinha e a composicdo do poluente) determinara o percurso do petrdleo e
seus derivados no mar, bem como seu grau de ecotoxicidade e seu tempo de
persisténcia no ambiente marinho.

Os testes de toxicidade podem ser classificados em agudos e crénicos. Onde a
toxicidade aguda foi utilizada para medir os efeitos do agente toxico (gasolina)
sobre a espécie Artemia durante um curto periodo de tempo. No processo de
estudo da toxicidade teve como objetivo, analisar a necessidade de realizac&o
de uma bateria de testes com o0 organismos e os efeitos negativos causados
no bioindicador em varios niveis de toxicidade.
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2.1. BIOINCADORES MARINHOS

O Impacto ambiental pode ser definido como qualquer alteracdo das
propriedades fisicas, quimicas e bioldégicas do meio ambiente resultante de
atividades humanas que, direta ou indiretamente, afetem a salde, a seguranca
e 0 bem-estar da populagéo; as atividades sociais e econdmicas; a biota; as
condicOes estéticas e sanitarias do meio ambiente e a qualidade dos recursos
ambientais (Resolu¢cdo do CONAMA n.° 01 de 23/01/86).

Certas atividades antrépicas, podem ocasionar algumas alteracbes nos
recursos naturais, sendo no rio, solo ou mar. E esses efeitos das alteracbes
podem ser observados de diferentes formas na biota, como por exemplos na
disponibilidade de nutrientes ,na qualidade da agua ,interferindo nos elementos
que compdem o ecossistema .Sendo assim espécies de bioindicadores podem
auxiliar indicando quaisquer alteracdes nos recursos naturais (JORGE-2003)

Segundo cunha (2001) organismos indicadores s&do definidos como
identificadores biolégicos que podem fornecer informacdes sobre as condi¢cdes
de um ecossistema ,como por exemplo ,0 valor de ph ou a concentracao de
metais pesados no solo.

De acordo com a UFMG Bioindicadores sdo responsaveis por indicar
biologicamente a condicdo ambiental de um determinado local. Os
bioindicadores esta relacionado as condicfes de saude de uma area, definida
pela comparacdo da estrutura e funcdo de uma comunidade biologica entre
uma area impactada e areas de referéncia.

Os bioindicadores mais utilizados sdo os que diferenciam as oscilacdes
naturais e o estresse antropico.

2.2. CLASSIFICACAO DAS ARTEMIAS

Artemia conhecida em outras regibes como camardo de salmoura segundo
leach (1819) citado por Pimentel (2011, p.16) O microcrustaceo Artemia sp.
Sao classificados como pertencentes ao filo Arthropoda, classe Crustacea,
subclasse Branquiopoda, ordem Anostraca (sem carapaca) vivem em lagos de
agua salinas, familia Artemidae e género Artemia. Esses organismos de acordo
(Veiga & Vital) possuem distribuicdo cosmopolita, ou seja, espécies que estao
presentes em pelo menos 2/3 da biosfera, distribuindo-se por todos os
continentes, com exce¢do da Antartida. Esses microcrustdceos segundo
Pereira (2001) apresentam rusticidade operacional, pois possuem grande
adaptabilidade a diversas condi¢des fisico-quimicas. Os fatores ambientais que
as artemias se adéquam sao salinidade entre 3 e 300 mil%o (ou seja uma
espécie eurialina, Oxigénio: o minimo de 1 a 2 mg/l. Otimo, entorno de 4mgl/l.
Pode sobreviver a baixos teores de oxigénio ( 1 mg/litro ) aonde apresenta uma
cor avermelhada, Temperatura: suporta de 5°C a 40°C (6timo de 25°C a
28°C).Luz: sensiveis a luz devido aos seus olhos compostos. pH:
aproximadamente 8,0.

Van Stappen (1996) afirma que as Artemias possuem um eficiente sistema de
osmorregulacao conhecido no reino animal, capacidade de sintetizar pigmentos
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respiratorios de maneira eficiente, com baixos niveis de oxigénio dissolvido em
altas salinidades, além de produzirem cistos em dia pausa quando as
condicbes ambientais comprometem a sobrevivéncia da espécie. Neste tipo de
ambiente, as artémias crescem e se reproduzem com um numero reduzido.
Tratando-se da reproducdo a artemia classifica-se em reproducéo
partenogenética com producao de cistos, que ocorre na auséncia do macho ou
sexualmente (Veiga & Vital, 2002).

Segundo camera (1996) O anostraceo Artemia sp. é caracterizado como um
organismo muito utilizado como material experimental em varias pesquisas em
biologia molecular, ecologia, toxicologia, fisiologia e genética. Ja foi até
mencionado como a “Drosophila aquatica”, pois é o crustaceo mais conhecido
do ponto de vista molecular e, portanto, um dos organismos aquaticos mais
estudados até hoje.

A resolucdo n°® 430 da CONAMA, de 13 de maio de 2011, descreve que 0O
efluente antes de ser lancado no recurso hidrico deve ser submetido a
tratamento do mesmo, e posteriormente a testes ecotoxicoldgicos, a fim de
verificar o nivel de toxidade no recurso hidrico e em seus organismos aquaticos
no pos-lancamento do efluente.

Devido seu baixo custo, facil cultivo e permanéncia em laboratério, a Artemia
vem sendo utilizada como bioindicador para testes ecotoxicologicos, por ser um
organismo sensivel quando submetido em agentes quimicos poluidores
(CONAMA 357).

O uso da Artemia com bioindicador, tem como legitimar o fato de que multiplos
compostos perniciosos tem como seu destino os ambientes salinos, mesmo
guando ndo sdo emitidos diretamente no recurso hidrico (Pimentel ET AL.,
2010).

2.3. PETROLEO E SEU DERIVADO - GASOLINA

O petréleo é encontrado em quatro estados no ambiente marinho: filme,
solucéo, emulsdo e em grumos. A densidade desse estado depende da area
onde se localiza, da taxa de evaporacdo, da tenséo superficial do 6leo. Devido
sua composi¢do quimica, quando submetida em altas temperaturas ocorre a
divisdo das fracdes de grupos de hidrocarbonetos. Dessa forma, 0os grupos de
hidrocarbonetos (derivados) do petroleo (6leos crus, residuos oleosos,
condensados e produtos refinados) quando submetidos em ambiente aquaticos
reagem de maneiras distintas. O aglomerado de hidrocarbonetos em areas
marinhas interfere diretamente no ecossistema local.

Os estudos de toxicidade exercem uma parcela importante na identificacdo de
contaminantes potencialmente poluidores ao meio ambiente. Os
hidrocarbonetos resultantes do petréleo, em sua maioria possui pouca
solubilidade em &gua. Os resultantes de menor massa molecular possuem
maior solubilidade e maior grau de toxicidade.

A dissolugdo de uma mistura hidrocarbdnica como a gasolina caracterizada
como uma mistura complexa de centenas de hidrocarbonetos, variando por
classe (parafinas, olefinas, compostos ciclicos e aromaticos) e, em cada classe
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por tamanho, ocorre quando compostos mono e diciclicos aromaticos bem
como compostos polares séo incorporados a fracao soluvel em agua.

A absorcdo da fracdo soluvel em agua, acompanhada da incorporacédo de
quantidades subletais de hidrocarbonetos, representa a rota de exposicdo
geradora dos efeitos toxicos primarios no fitoplancton e na maioria dos
embrides de invertebrados.

Tabela 1. Faixas de temperaturas de ebulicdo e atomos de carbono de acordo
com a fracdo destilada (Fonte: API, 2001).

FRACAO (PRODUTO DESTILADO) FAIXA DE BULICAO ATOMOS DE
(°C) CARBONO
Gasolina 30-200 5-10
Nafta 100-200 8-12
Querosene 150-250 11-13
Oleo diesel 160-400 13-17
Oleos pesados 315-540 19-25
Lubrificantes 425-540 20-45

2.4 ECOTOXICOLOGIA

A ecotoxicologia é a centralizacdo dos estudos da toxicologia ambiental, nas
reacoes e nos efeitos ocasionados por agentes quimicos e fisicos sobre a
estrutura das comunidades bioldgicas

Os estudos de toxicidade € uma propriedade que demonstra o potencial de
uma substancia em ocasionar um efeito negativo ao organismo vivo, no caso
da ecotoxicologia aquatica esta demonstracdo ocorre sobre organismos
representantes do ecossistema aquatico. Ela depende da concentracdo e das
propriedades da substancia quimica a qual o organismo é exposto e do tempo
de exposicdo. Originalmente, os testes de toxicidade em &guas salinas séo
empregados visando medir os efeitos toxicos de substancias particulares e de
aguas contaminadas.

Testes toxicolégicos podem se classificar em agudos e cronicos, que se
diferenciam na duracédo e nos resultados. Os testes de toxicidade aguda sao
utilizados para medir os efeitos de agentes toxicos sobre espécies aquaticas
durante um curto periodo em relacdo ao periodo de vida do organismo-teste.
OS efeitos toxicos obtidos em testes de toxicidade aguda abordam qualquer
resultado demonstrado por um organismo que foi testado ou populagdo que
resulte de um estimulo quimico. Portanto, o efeito obtido em estudos de
toxicidade aguda com organismos aquaticos € a mortalidade ou alguma outra
forma de atuacdo do organismo que a precede, por exemplo, o estado de
imobilidade.

Tabela 2. - Vantagem e desvantagem
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Vantagens dos testes de toxicidade LimitacSes dos ensaios de toxicidade

Fornecem uma estimativa dos efeitos letais e

- A substancia téxica ndo é identificada
subletais

Medem a toxicidade quando o agente toxico |Nos ensaios sdo apenas utilizadas algumas
nao é identificado quimicamente espécies dos muitos presentes nos ecossistemas

ambientais.

Os organismos—testes ndo sdo expostos a situacdes
Podem fornecer um sinal de alarme ou prever | de stress durante a realizacdo do ensaio uma vez
0s potenciais danos ambientais gue nao ocorre variabilidade natural dos fatores

Contabilizam os efeitos das misturas toxicas
podendo um efluente quimicamente complexo
ser avaliado genericamente como um Unico
poluente

Os resultados destes testes sdo mais
facilmente compreendidos e aceites pelas
industriais e o publico, em geral.

2.5. LEGISLACAO — CONAMA 357/05

A 4gua existente no planeta, se considerada em conjunto, é imutavel, enquanto
a populacdo humana cresce aceleradamente, porém o desequilibrio entre a
populacdo mundial e as reservas de agua avulta com o passar dos anos
tornando-se motivo de preocupacao.

Tal preocupacao deu origem a necessidade da implantacdo de um sistema de
protecdo das aguas contra o uso inadequado e as diversas formas de poluicao
que se estruturam em normas legais que pretendem planejar, regular e
controlar a sua utilizacdo e que entram em acordo com padrdes e critérios
definidos através de uma Politica Nacional de Recursos Hidricos (PNRH).
Nessa situacdo enquadram-se as aguas salinas. (CETESB, 2003).

Agua salina é a denominacdo dada a qualquer agua que contenha uma
concentracdo significativa de sais dissolvidos (oceanos) que sao classificadas
da maneira abaixo.

Classe especial, aguas destinadas a preservacao dos ambientes aquaticos e a
preservacao do equilibrio natural das comunidades aquéaticas; Segunda classe,
adguas destinadas a pesca amadora, & navegacdo, & harmonia paisagistica.
(Conama 357/05).

A respeito da qualidade da agua presente no oceano a Conama 357/05 tras
como condi¢do de definicdo de qualidade da dgua salina a auséncia de efeitos
toxicos cronicos a organismos, de acordo com os critérios estabelecidos pelo
orgao ambiental responsavel, tais como carbono organico até 3mg/L; Materiais
flutuantes, inclusive espumas provenientes de fontes ndo naturais; 6leos e
graxas; corantes provenientes de fontes antrépicas; Residuos solidos
objetaveis. (Conama 357/05).
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3. MATERIAL E METODOS
3.1Ensaios Ecotoxicoldgicos

Os ensaios de toxicidade da gasolina sobre a espécie Artemia salina foram
adaptados de Meyer et al., 1982, e Pompilho et al., 2014.

Ovos de A. salina, adquiridos comercialmente, foram colocados em um aquario
contendo agua marinha filtrada em carvédo ativado e membrana de poro de
1um. Foi utilizado um pequeno compressor para manter a solucdo em agitacao
constante. A temperatura foi mantida constante entre 20°C a 23°C. Os
individuos foram utilizados nos testes apds atingirem o estagio de adultos,
cerca de 20 dias p0s eclosao.

Para os testes foi utilizada a gasolina comercial, comprada em postos de
abastecimento, essa foi disposta em bekers de 500ml, nos quais um volume de
100 ml de agua fora adicionado, sendo o poluente dosando segundo as
seguintes proporcées: 1:5, 1:10, 1:100, 1:200, 1:300, 1:400, 1:500, 1:600,
1:700, 1:800, 1:900 e 1:1000. A po6s o periodo de exposicao de 24 horas foram
quantificados os individuos vivos e mortos, segundo o método Probitos de
analise para obtencédo das DL50 e respectivos intervalos de confianca (MEYER
et al.,, 1982). Os valores deDL50 (concentracbes letais de 50%) foram
calculados pela analise de regressao linear através do grafico da concentracéo
do poluente versus a percentagem de vivos usando ajuste da escala Probit. A
analise estatistica foi feita pelo programa Statistica for Windows 6.0.

4. RESULTADOS

A avaliacdo da taxa de mortalidade de A. salina para os testes de toxicidade
aguda com gasolina comercial foi levantada para as diferentes concentracées
de poluentes, sendo que as concentragcdes de 1:800, 0,18ml do poluente,
apresentou taxa proxima a 50% de mortalidade para a espécie (tabela 3).

Tabela 3 — Taxa de Mortalidade de Artemia salina expostas a diferentes
concentracdes de gasolina comercial em teste de toxicidade aguda de 24h.

Oleo Mortalidade

Béquer (ml) Concentracao (%)

1 30,00 1.5 100,00
2 15,00 1:10 100,00
3 1,50 1:100 100,00
4 0,75 1:200 97,30
5 0,50 1:300 88,60
6 0,37 1:400 83,00
7 0,30 1:500 77,33
8 0,25 1:600 76,33
9 0,21 1:700 72,00
10 0,18 1:800 51,00
11 0,16 1:900 22,60
12 0,15 1:1000 20,50
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A taxa de mortalidade nas diferentes concentracfes de gasolina apresenta uma
tendéncia de reducédo quando das observagfes das concentracdes mais baixas
e menos agressivas (Figura 1).
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Figura 1 — Tendéncias da taxa de mortalidade dentro do gradiente de
concentracdo da gasolina em teste de toxicidade aguda com Artemia.

As taxas de mortalidade observadas entre as diferentes concentracdes de
gasolina nos testes toxicologicos ficaram, em mais de 50% dos casos, acima
de 80% de letalidade (Figura 2).
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Figura 2 — Observacdes do numero de observacdes da taxa de mortalidade
Artemia em teste toxicoldgico.

A andlise de regressdo linear ndo apresentou valores de correlacéo
significativos para as variaveis taxa de mortalidade e concentragédo de poluente
(R?=0,15; F =7,18; p = 0,11), por esse motivo a determinacdo da DL 50 pelo
método estatistico proposto ndo pode ser efetuada com precisdo aceitavel
(Figura 3).
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Figura 3 — Regressdo Linear entre os parametros mortalidade e concentragdo de
gasolina em teste de toxicidade aguda com Artemia salina.

5. DISCUSSOES

Os estudos de toxicidade foram importantes para analisar o potencial de risco
ambiental do contaminante. De acordo com a resolucdo n® 357 da CONAMA,
no artigo 34 nos § 1 e 2, fica estabelecido os padrbes de langcamento de
efluente, onde o efluente ndo devera causar ou possuir potencial para causar
efeitos toxicos aos organismos aquaticos no corpo receptor e que 0s critérios
de toxicidade devem se basear em resultados de ensaios ecotoxicologicos
padronizados utilizando organismos aquaticos.

Procurando avaliar o a toxicidade do petrdleo no ambiente marinho, escolheu-
se a gasolina como o contaminante mais acessivel. Os Testes apresentaram
resultado inconclusivo, de acordo com o gréafico de disperséao, devido ao curto
periodo de tempo para o experimento e a falta de treinamento e precisao, ja
gue foram realizados por pessoas iniciantes em relacdo ao experimento, porém
obtivemos resultados significativos para com a bateria de 1:800 com 0,18 ml do
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poluente, onde observamos taxa de mortalidade de 51%, valor préximo a
determinacdo pelo mdédulo estatistico da DI50. Portanto pode-se observar a
dispersdo desigual dos resultados. Para um resultado mais especifico &
necessario um maior periodo de tempo para o desenvolvimento de mais testes
fisicos, quimicos e biolégicos com outras concentracdes do poluente.

Por meio dos parametros de biodegradacao, pode-se concluir que em termos
de poluicdo marinha por petroleo sdo necessérios varios estudos de
parametros fisicos, quimicos e biolégicos, ou seja, estudos mais complexos.
Entretanto, o conhecimento da capacidade de degradacdo por meio da
gasolina € um modulo para a elaboracdo de processos biologicos na
recuperacgdo de areas contaminas por derivados do petroleo.
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