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RESUMO

Badar6- Pedroso, C. Avaliagdo dos efeitos e identificag@io da toxicidade da dgua de produgdo de
petréleo sobre algumas espécies marinhas. Sdo Carlos, SP. 1999. 237p. Tese (Doutorado) —
Escola de Engenharia de S@o Carlos, Universidade de Sdo Paulo.

A toxicidade de amostras brutas e tratadas de dgua de produggo foi determinada atraves
do uso de testes agudos com o misiddceo Mysidopsis juniae ¢ a bactéria Vibrio fisheri
(Microtox) e testes cronicos de curta duragdo, fecundagdo e embrio-lafval, com 0S Ourigos
Lytechinus variegatus e Arbacia punctulata. Os testes com M. juniae, V. fisheri e embrio-larval
com L. variegatus sdo recomendados para o monitoramento da agua de produgdo. A agua de
produgio bruta apresentou salinidade elevada, altos teores de amdnia, 6leos e graxas, sulfetos e
béario, pH varidvel e baixos teores de oxigénio dissolvido. Andlises de metais mostraram
alteragdes de ions célcio, estroncio, magnésfo e potassio. Os tratamentos foram oxidagdo
quimica de sulfetos € fendis com perdxido de hidrogénio e flotagdo, para redugdo de 6leos. A
agdo do peréxidob resultou na redugio de sulfetos e feribis, mas ndo diminuiu a toxicidade. O
tratamento completo, ﬂotagao seguida de oxidagfio quimica, reduziu a toxicidade. A
identificag8o da toxicidade de amostras fracionadas por: éerac;ﬁo, filtragdo, adi¢des de EDTA e
tiossulfato de sodio, Ulva sp e coluna de C18 indicou C18, Uhva sp, ﬁlﬁa@ﬁo e EDTA como os
procedimentos mais eficientes na redugéo da toxicidade. Esses resultados sugerem a presenga de
quatro classes de contaminantes associados 2 toxicidade final: orgénicos ndo polares, aménia,

material particulado e metais.

Palavras-chave: agua de produgo, identificagio da toxicidade, organismos marinhos, 6leos e

graxas, amonia, perdxido de hidrogénio, flotagdo, testes de toxicidade, ourigos, misidaceo,

Microtox®,
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ABSTRACT

Badar6-Pedroso, C. Effects evaluation and toxicity identification from oil produced water with
some marine species. S&o Carlos, SP. 1999. 237p. PhD Thesis (Doutorado) — Escola de

Engenharia de Sdo Carlos, Universidade de Sdo Paulo.

The toxicity determination of treated and untreated produced water samples was carried
out using acute tests with the mysid Mysidopsis juniae and the bacterium Vibrio fisheri
(Microtox) and short-term chronic tests, fertilization and embryo-larval, with the seaurchins
Lytechinus variegatus and Arbacia punctulata. 1t is recommended that M. juniae, V. fisheri and
L. variegatus embryo-larval tests be used together for produced water monitoring. The produced
water samples showed high values of salinity, ammonia, oil and greases, sulfides, barium,
variable pH, low dissolved oxygen and an excess or deficiency of calcium, strontium,
magnesium and potassium ions. The treatments consisted of chemical oxidation of sulfides and
phenols by hydrogen peroxide and air flotation to reduce oils. The chemical oxidation was
efficient at reducing sulfides and phenols but toxicity did not decrease. The complete treatment,
flotation plus chemical oxidation, reduced the toxicity. Toxicity identification evaluations

procedures which consisted of aeration, filtration, EDTA and sodium tiossulfate additions, Ulva

spp. and C18 colunin, were performed. The greatest toxicity reduction occurred with the C18

column, Ulva spp., filtration and EDTA addition. These results suggested four contaminants
classes associated with the final toxicity: non-polar organic, ammonia, particulate matter and

metals.

Key words: produced water, toxicity identification evaluation (TIE), marine organisms, oil and

greases, ammonia, hydrogen peroxide, flotation, toxicity tests, sea urchin, mysid, Microtox®
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1. INTRODUCAO

A degradagdio dos ambientes marinho e estuarino decorrente da presenga de
efluentes domésticos ¢ industriais, de petrdleo e seus derivados, além de drenagens de dreas
urbanas, agricolas ‘e industriais, ‘precipitagdo atmosférica e de residuos sélidos torna

necessaria a tomada de medidas preventivas e corretivas, que venham a salvaguardar esses

~ ecossistemas.

Entre os diversos tipos de efluentes liquidos e residuos sélidos que sfo descartados
no ambiente marinho, aqueles derivados das atividades de desenvolvimento e produgdo de

petroleo e gas tem despertado interesse devido ao aumento nos ultimos anos da exploragio

desses combustiveis (NTHOL & DUCROTOQY, 1994).

A agua de produgdo, considerada o principal tipo de despejo gerado durante as
atividades petroliferas, tem sido alvo de crescente pesquisa devido aos riscos ambientais

apresentados pelo descarte excessivo desse efluente em ambientes aquaticos.

Virios estudos indicam que em ambientes de baixa energia os efeitos adversos sobre
a comunidade aquética sdio elevados e em regides de mar aberto sio minimizados pela

dilui¢do, mas ndo sio irrelevantes (GESAMP, 1993).

Até o momento inicial da extragéio de petréleo e gas por um pogo, trés etapas sio
percorridas durante as quais sdo geradas grandes quantidades de residuos liquidos e solidos.
A primeira etapa envolve a exploragio do reservatério, através da perfuragdo de um niimero
reduzido de pogos com o objetivo de determinar a natureza e é_xtensﬁo do potencial de
hidrocarbonetos presentes. A segunda etapa, de desenvolvimento, envolve a perfuragiio de
um grande nimero de pogos. Durante essas duas etapas séo produzidos dois tipos de despejo,
cascalho e fluido de perfuragdo. Na terceira etapa, o pogo passa a produzir petrdleo
associado & agua de produgfio que sera separada do Oleo e posteriormente, descartada

(SEABRA & SANTIAGO, 1984).




®

)

(J

()

Os métodos usuais de tratamento e disposigdo desse efluente incluem o tratamento
através de separadores agua/dleo realizado nas plataformas, seguido de descarte no mar ou,
disposi¢do através de emissarios submarinos na zona costeira. A injegdo em pogos
desativados ou mesmo para a manutengdo da pressdo de pogos produtivos também é uma

alternativa muito utilizada (GESAMP, 1993).

A égua de produgfio é uma mistura de agua de formagio e dgua injetada, € € o
principal despejo produzido pelas plataformas de petréleo e gas. A dgua de formagdo ocorre
naturalmente no reservatorio. A agua injetada é composta de agua do mar filtrada, tratada

com baixas concentra¢Ses de inibidores de corrosfio e biocidas para evitar o crescimento

microbiano (SOMERVILLE et al., 1987).

Os produtos adicionados rotineiramente na 4gua de injegéo sio biocidas, geralmente
a base de glutaraldeido, associados a um produto quaternirio de amoénio, como o bissulfito
de aménio que é um inibidor de corrosdo. O bissulfito de aménio vem sendo substituido pelo
bissulfito de soédio que ndo apresenta incompatibilidade com os biocidas 4 base de
glutaraldeido e ndo constitui uma fonte adicional de nitrogénio (SHIOYA & PEIXOTO,
com. pes.1999)".

Atualmente a PETROBRAS esta testando o uso de biocidas biodegradaveis e menos
toxicos, para a substituigdo dos biocidas - a base de glutaraldeido. Outros produtos sdo
injetados durante o processamento do petroleo e podem estar presentes na dgua de produgéo.
Os produtos injetados sdo: desemulsificantes (compostos & base de 6xido de etileno ¢ de
propileno), antiespumante (6leo de silicone), inibidor de incrustagio (poliacrilatos) e os

polieletrélitos (SHIOYA & PEIXOTO, com. pes. 1999)".

Em geral, a agua de produgfo caracteriza-se por conter valores elevados de sélidos
em suspensdo, salinidade variando entre 12 a 180%e, metais trago, hidrocarbonetos
dissolvidos e coloidais, compostos organicos dissolvidos, aditivos quimicos como

surfactantes, inibidores de corrosdo e biocidas, compostos de enxofre, fenol, nitrogénio

"amoniacal e pequenas quantidades de radionuclideos, particularmente radio 226 ¢ 228,

! SHIOYA, N. H. & PEIXOTO, J. J. F. (1999). (Centro de Pesquisas- CENPES, PETROBRAS, RJ).

Comunicagdo pessoal
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No entanto, podem ocorrer variages nessa composigdo dependendo do tipo de formagéo
geologica explorada, dos tipos de aditivos quimicos adicionados durante o processo de
producdo ¢ da eficiéncia dos separadores dleo-agua nas plataformas (SOMERVILLE et al.,
1987; TIBBETTS et al., 1992; GESAMP, 1993).

" Em relagio ao volume produzido de 4gua de produgdo nas plataformas, ele é
dependente da idade do pogo, isto €, quanto mais antigo maior a relagdo entre 4gua
produzida/ 6leo. Uma estimativa feita para o ano de 1990 baseada nos valores obtidos entre
1979 ¢ 1986 da quantidade de agua produzida gerada nos campos de produgdo do Mar do
Norte indicaram um volume de 110 x 10° ton./ano descartado no oceano (SOMERVILLE et
al., 1987). Segundo TIBBETTS et al. (1992), somente em 1990, o setor do Reino Unido no
Mar do Norte descartou 159 x 10 toneladas de 4gua de produgdo. Dados mais recentes para
aregido do Mar do Norte, indicam que o volume total de 4gua de produg8io descartado foi de
187 milhdes m®> em 1993 e estimava-se para 1997 um volume total de 340 milhdes de m®,

segundo ROE et al. (1996).

Nos Estados Unidos, em 1985, as atividades petroliferas- produziram cerca de 21
bilhdes de barris (1 barril = 159L) de agua de produgdo (ARSCOTT, 1987). Dados mais

recentes, somente para a regido do Golfo do México, indicam que em 1990 foram gerados

- 850 milhdes de barris (KRAUSE, 1995).

Estimativas de 1990 relativas & quantidade global da entrada de hidrocarbonetos nos
oceanos, oriundos de descargas de agua de produgdo, contabilizam um valor de 47.000
toneladas/ano (GESAMP, 1993).

No Brasil, os campos petroliferos estio divididos em campos terrestres e maritimos
distribuidos no continente e em algumas areas ao longo da costa. Nos Estados do Cear4, Rio
Grande do Norte, Alagoas, Sergipe e Espirito Santo sdo encontrados tanto campos terrestres
como maritimos. Nos Estados do Amazonas e Bahia, somente sio encontrados campos
terrestres, e nos Estados do Rio de Janeiro (Bacia de Campos), Sdo Paulo e Santa Catarina

somente campos maritimos ( ABREU, com. pes. 1999)%.

2 ABREU, L. V. (1999). (Centro de Pesquisas- CENPES, PETROBRAS, RJ). Comunicagdo pessoal.
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Do total de 261 milhdes de barris de petroleo produzidos em 1995, cerca de 27%
foram oriundos de pogos em terra e 73% de pogos de plataformas maritimas. Trés Estados
produziram quase 87% do total, o Rio de Janeiro (Bacia de Campos) com 66,3% seguido do

Rio Grande do Norte com 11,8% e Bahia com 8,5% (AGENCIA ESTADO, 1996).

No Brasil, o maior campo de petrdleo esta localizado na Bacia de Campos no Rio de
Janeiro e ocupa uma area de 5.600 quildmetros quadrados. Nessa area estdo distribuidas 15

plataformas fixas, 15 semi-submersiveis e 24 sondas de perfuragio (MORENO, 1995). |

Segundo SHIOYA & PEIXOTO (com. pes. 1999)!, o volume total de agua de
produgdo gerado na Bacia de Campos ¢ de 47.000 m*/dia.

Em 1995, na Bacia de Campos foi obtido um recorde diario de 500 mil barris de 6leo
e 10,4 milh3es de metros clibicos de gas natural. No entanto, em decorréncia da descoberta
de novos pogos e devido ao avango na tecnologia de prospegdo em grandes profundidades, a
PETROBRAS espefa. atingir a produgdo de 1,5 milhdo de barris de dleo por dia no ano 2000
(MORENO, 1995).

Devido as estimativas relativas ao aumento da produgdo de petrdleo nos proximos
anos, também ¢ previsto um aumento na quantidade de dgua de produgfo gerada, o que

implica na necessidade do seu descarte adequado ¢ sem prejuizos ao ambiente aquatico.

No Brasil, a 4gua de produgfio gerada em campos terrestres € tratada através de
separadores agua-0leo e é injetada em pogos. Em campos maritimos, a agua é descartada das
plataformas apos tratamento em separadores agua-6leo ou ¢ transportada até o continente,
onde ¢ tratada por meio de processos fisicos e quimicos para posterior descarte através de
emissario submarino, ou também pode ser injetada nos pogos. (SHIOYA & PEIXOTO, com.
pes. 1999)".

As estagdes de tratamento de efluentes de Cabiunas, RJ e de Sio Sebastido, SP
possuem o mesmo sistema de tratamento, constituido de um flotador para remogéo de dleos
através da flotagéo induzida por ar e tratamento quimico para remogiio de sulfetos e fenois, |
através da oxidagdo quimica por peréxido de hidrogénio. Apés o tratamento, o efluente ¢

descartado através de emissario submarino.
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Até a data da entrada em funcionamento do sistema de tratamento de efluentes,
em 22/02/1999, a agua de produgfio armazenada nos Dutos e Terminais do Centro-Oeste
e Sdo Paulo — DTCS (ex-Terminal Maritimo Almirante Barroso-TEBAR) em S&o
Sebastido, SP era utilizada como lastro de navios petroleiros para que pudesse ser
descartada em alto mar. O despejo do efluente pelos navios era feito de acordo com as
exigéncias da Convengdo Internacional “MARPOL” que estabelece as condigdes para o

descarte de‘residuds quimicos em alto mar (VIEIRA, com. pes. 1996,

Despejos provenientes de outras fontes, como dos separadores agua-6leo, eram
descartados nos cérregos Outeiro e Guaiami, localizados nas praias de S8o Sebastido e
do Porto Grande, respectivamente (BADARO-PEDROSO, 1993).

Apés obtengdo da licenga de funcionamento fornecida pela Companhia de

Tecnologia ¢ Saneamento Ambiental do Estado de Sdo Paulo - CETESB, o efluente tem sido

langado no Canal de Sdo Sebastido através do emissario submarino localizado a 25 metros de

profundidade ¢ a mais de um quildémetro da costa.

Estudos envolvendo a avaliagdo e ov monitoramento da qualidade da agua e
sedimento do Canal de S&o Sebastidio foram desenvolvidos por BICEGO (1988), MOREIRA
et al. (1989), WEBER & BICEGO (1991), FUNDESPA (1992), BADARO-PEDROSO
(1993), MELO (1993), ZAMBONI (1993) e BICEGO et al. (1996) antes da entrada em

funcionamento da ETE e do emissario submarino.

Em BICEGO (1988) sfio apresentados os resultados das anélises de hidrocarbonetos
realizadas em amostras superficiais de agua e sedimentos do canal de Sdo Sebastido
coletadas entre 1985 e 1986. Para amostras de 4gua ndo poluidas foram estabelecidos como
valores normais, limites inferiores alpg . 1! hidfocarbonetos. Algumas das amostras do
canal apresentaram concentragdes de hidrocarbonetos acima desse limite, indicando a
presenca de fontes antrépicas de hidrocarbonetos no local. Para sedimentos, valores abaixo

de 5ug . g sdo considerados como de sedimentos ndo poluidos € na maioria das amostras do

3 VIEIRA, N. (1996). (Dutos e Terminais do Centro Oeste e Sio Paulo - DTCS, PETROBRAS, Sio
Sebastido, SP). Comunicagdo pessoal
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canal os valores obtidos foram inferiores a esse limite. No entanto, a obtengdo desses
valores nfo significa que o canal ndo esteja recebendo contribuigdo de hidrocarbonetos de
petrdleo. Nas amostras coletadas nas proximidades do terminal (da PETROBRAS, bem como
naquelas onde foi constatado o percurso preferencial de 6leo por ocasidio de derramentos, os
cromatogramas evidenciaram a contaminagio devida a presenga de hidrocarbonetos de

petroleo.

Segundo MOREIRA et al. (1989) que realizaram duas campanhas de coleta de dgua
em varios pontos do canal em janeiro e novembro de 1988, os resultados das analises
quimicas realizadas indicaram que em geral, a qualidade da 4gua do canal é aceitavel para a
classe 5 e poucas vezes alguns pardmetros excederam os limites estabelecidos pela
Resolugdo CONAMA (BRASIL, 1986). A Resolugdo CONAMA classifica as aguas do
Territorio Nacional em .nove classes de acordo com seus usos preponderantes. Na classe 5
referente as aguas salinas, as 4guas sdo destinadas & recreagdo de contato primario, a
protegdo das comunidades aquaticas e a criagdo natural e/ou intensiva (aqiiicultura) de
espécies destinadas a alimentagio humana. Para o enquadramento nessa classe sdo

estabelecidos limites maximos para alguns parametros fisicos € quimicos (Apéndice I).

O trabalho da FUNDESPA (1992) envolveu coleta e analise de organismos
bentdnicos, nectdnicos, fitoplancton, zooplancton e andlises de sedimentos e parimetros

fisico-quimicos da agua do canal.

Os trabalhos desenvolvidos por BADARO-PEDROSO (1993), MELO (1993) e
ZAMBONI (1993) envolveram a realizacio de testes de toxicidade aguda (anfipodo
Tiburonella viscana) e cronica de curta duragdo (misidaceo Mysidopsis juniae, gametas e
embrides do ourigo Lytechinus variegatus) com amostras da coluna d’agua, sedimento e

dgua intersticial do canal.

Na maioria dos testes com M. juniae realizados com amostras de agua nfo foi
possivel detectar a presenga de toxicidade através dos pardmetros bioldgicos analisados

(sobrevivéncia e crescimento). Em uma das estagdes localizada na ponte do pier da

- PETROBRAS, na coleta de janeiro de 1991, foi observado efeito sobre o crescimento dos

organismos. O teste com 7. viscana indicou toxicidade dos sedimentos coletados no porto da
cidade de Sfo Sebastifio, proximo ao atracadouro da balsa. Os testes com L. variegatus

realizados com égua intersticial indicaram predominancia da toxicidade nas amostras de
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sedimento coletadas nas proximidades do terminal petrolifero. Esses resultados foram
corroborados pelas andlises de hidrocarbonetos alifaticos totais que detectaram contaminagio
por petréleo nos sedimentos proximos ao Terminal Petrolifero, incluindo o do porto da

cidade de Sdo Sebastido.

Pode-se concluir através dos estudos desenvolvidos no Canal de So Sebastido até o
ano de 1991 que a area ja estava sendo levemente impactada, de maneira um pouco mais
acentuada somente em alguns pontos especificos, em decorréncia da contaminago oriunda
principalmente de hidrocarbonetos de petréleo, mas no geral a qualidade das suas aguas foi

considerada satisfatoria.

Um importante fator a ser considerado na qualidade das aguas e sedimentos do Canal
¢ relacionado aos derrames de petroleo causados por navios petrdleiros que funcionam como
pulsos instantaneos de entrada de hidrocarbonetos no canal. Além desse fator, o langamento
continuo dos efluentes gerados no DTCS constituidos preponderantemente de 4gua de
produgio, mesmo considerando-se a grande capacidade de diluigfo do canal, poderfio vir a

modificar a qualidade das 4guas e sedimentos.

No Brasil, estudos sobre os efeitos da exposigio de organismos marinhos a 4gua de
produgdo foram pouco desenvolvidos e sfio restritos aos trabalhos de SEABRA et al. (1992),
FUNDESPA (1992), REYNIER et al. (1993), PHAN et al. (1994), SOUSA & TOMMASI
(1997).

SEABRA et al. (1992) realizaram testes de toxicidade aguda com Artemia sp
utilizando amostras de agua de produgfio nfo tratadas e tratadas através da oxidagdo
quimica com perdxido de hidrogénio, com o objetivo de determinar a eficiéncia desse
tratamento na redugdo da toxicidade. Os resultados obtidos indicaram wuma redugéo
média da toxicidade de 49% e 53% ap6s a remogfo de sulfetos e fendis, respectivamente.
Segundo os autores, a pequena redugdo da toxicidade pode ter sido causada pelo excesso

de peroxido utilizado no tratamento, baixa remogdo de mercaptanos ou ainda pela

- formag#o de enxofre coloidal gerado como subproduto da reagdo de oxidagdo.

Nos estudos desenvolvidos pela FUNDESPA foram realizados testes de
toxicidade envolvendo trés grupos de organismos, um crustaceo, dois moluscos ¢ uma

microalga utilizando duas amostras de efluente ja tratado, o que impossibilitou a
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quantificagdo da redugfo da toxicidade. Nos testes de toxicidade aguda com o crustaceo
misidaceo Promysis atlantica e adultos do gastropode Costoanachis sertulariarum foram
obtidos valores de CL50; 96h entre 0,14 e 15,8% de efluente tratado. No teste com larvas
do bivalve Crassostrea brasiliana os valores de CL50; 24h foram de 6,8 e 0,22% de
efluente tratado. No teste com a microalga Skeletonema costatum foi obtido um valor de
CESO; 96h de 0,3 % de efluente tratado, resultados que indicaram alta toxicidade do
efluente (FUNDESPA, 1992; PHAN etal., 1994; SOUSA & TOMMASI, 1997).

REYNIER et al. (1993) constataram toxicidade aguda da dgua de produgdo bruta
sobre duas espécies de crustaceos, o misidaceo Mysidopsis juniae e o copépodo Temora

stillyfera.

As principais conclusdes obtidas pela FUNDESPA (1992) foram de que o efluente
tratado apresentou toxicidade elevada e que seu langamento continuo poderia vir a causar

efeitos adversos a4 comunidade de organismos nas proximidades do local de descarga.

A partir desse trabalho, algumas questdes foram levantadas em relagdo a4 magnitude
da variagfo temporal da toxicidade do efluente, a eficacia do sistema de tratamento que havia
sido proposto na época e, aos fatores responsaveis pela manutengdo da toxicidade do

efluente tratado.

A continuidade de pesquisas objetivando o aumento do conhecimento sobre efeitos
subletais ou crdnicos da dgua de produgfio sobre os organismos marinhos sfio extremamente

necessérias para a tomada de medidas de protegdo para a biota.

Para responder a essas questdes foram desenvolvidos, no presente projeto, estudos
direcionados para a caracterizagfio de amostras brutas e tratadas do efluente. Foram
realizados fracionamentos fisicos e quimicos de amostras brutas e tratadas de agua de
produgdo seguidos da aplicagdo de testes de toxicidade com espécies representativas e
sensiveis da biota, acompanhados de analises quimicas das amostras e, investigados quais 0s

compostos responsaveis pela toxicidade das amostras do efluente

A anilise de todas as substincias quimicas presentes em uma mistura complexa e *
sedimentos contaminados constitui-se em uma atividade analitica e economicamente

invidvel. Essas substdncias podem estar presentes em niveis abaixo da capacidade de
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detecgdo analitica dos métodos, € mesmo assim podem apresentar toxicidade. Além disso,

outros fatores como as interagQes sinérgicas e antagonicas entre os constituintes do efluente,

_os processos de intempérie e os coeficientes de particgdo podem interferir na

biodisponibilidade e toxicidade de produtos quimicos ap6s sua chegada ao corpo receptor,

podendo levar a modificagbes dos mesmos.

Os testes de toxicidade aparecem como uma das ferramentas indispensaveis em
estudos de avaliagdo, controle e monitoramento da qualidade da 4gua e sedimentos e
segundo SANTORO & FIKSLIN (1987), sdo considerados um procedimento muito eficaz
para avaliar os efeitos combinados de varios componentes quimicos de misturas complexas

sobre 0s organismos.

Desse modo, os testes de toxicidade com organismos pertencentes a diferentes niveis
tréficos (produtor, consumidor primério e secundério), a compartimentos distintos (coluna
d'agua e sedimento) e a grupos filogenéticos diferentes podem, juntamente com as analises
de parametros fisico-quimicos e levantamento de espécies, fbrnecer informagGes mais
realistas dos efeitos de contaminantes sobre a biota aquatica. Dessa forma auxiliam mais
eficazmente, o estabelecimento de limites individuais de substincias quimicas, bem como a
defini¢@io de padrdes maximos de emissdio de misturas complexas que ndo venham a causar

efeitos adversos sobre os organismos.

A utilizagdo de espécies representativas do ambiente em questdo, através de um
estudo direcionado & caracterizagio ecotoxicoldgica do efluente, possibilita a determinagfio

dos melhores testes ou parmetros biologicos disponiveis para detectar a toxicidade desse

- tipo de efluente em niveis que possam assegurar prote¢do a comunidade bioldgica local

(ANDERSON et al,, 1988).

Devido a variagdo da tolerincia apresentada pelas espécies aos constituintes de um
efluente recomenda-se a utilizagio de mais de um grupo deb organismos quando se quer .
determinar os efeitos ecologicos de uma mistura complexa (EPA, 1991). Segundo
ANDERSON et al. (1988), para se estimar o impacto de um efluente sobre a comunidade
biologica devem ser empregados testes de toxicidéde‘ padronizados com espécies sensiveis,
ecologicamente importantes e/ou nativas da area a ser estudada.
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No presente projeto, foram escolhidos testes de toxicidade que incluem espécies
pertencentes a trés grupos distintos, bactérias, equinodermos e crusticeos. Nesta selegdo
foram adotados critérios como, padronizagio dos testes (CETESB, 1987; 1992ab),
avaliago prévia da sensibilidade tanto a compostos isolados, como a misturas complexas
(PROSPERI et al., 1992; NIPPER et al., 1993a,b; PROSPERI, 1993; REYNIER et al., 1993;
ZAMBONI, 1993) e ocorréncia natural no ambiente estudado (BADARO-PEDROSO, 1993;
ZAMBONI, 1993).

Entre as quatro espécies escolhidas foram incluidos quatro pardmetros. bioldgicos,
onde em dois testes agudos as respostas medidas foram a emissdio de fluorescéncia da
bactéria Vibrio fisheri (Sistema Microtox®) e a sobrevivéncia do misidaceo M. juniae. Nos
testes cronicos de curta duragdo, com os ourigos Lytechinus variegatus e Arbacia punctulata,

as respostas foram a capacidade de fecundagfo e o desenvolvimento embrio-larval.
O ourigo da espécie Arbacia punctulata utilizado na parte experimental realizada nos
Estados Unidos ndo ocorre na 4area estudada, mas apresenta todas as .caracteristicas

favoraveis a sua utiliza¢3o.

Para a identificagdo dos compostos responsaveis pela toxicidade do efluente foi

realizado um Estudo de Avaliagdo e Identificagéo da Toxicidade (AIT), através da utilizagfio

de métodos de fracionamentos fisicos e quimicos.

Esses procedimentos vém sendo utilizados, desde a década de 8_0, para a
identificagdo da toxicidade de efluentes de dgua doce e mais recentemente, de efluentes
salinos e amostras de sedimentos (WALSH & GARNAS, 1983; BOTTS et al,, 1989; FAVA
et al., 1989; BURGESS et al., 1993a,b, 1996). '

Os métodos para avaliagdo e identificagdo da toxicidade sdo baseados no conceito de
que alguns fatores, como por exemplo o pH, podem interferir ¢ modificar a toxicidade de
uma amostra. Desse modo, os procedimentos de AIT consistem, basicamente, na
manipulagio fisica e quimica do efluente permitindo que mudangas na sua toxicidade
possam ser medidas através da utilizagio de testeé de toxicidade padionizados (DORN & -
COMPERNOLLE, 1995).
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Um estudo de AIT envolve trés fases: caracterizagdo, identificagdo e confirmagdo da
toxicidade que podem ser realizadas séparadamcnte ou em paralelo (EPA, 1991).

Na primeira fase, sdo utilizados métodos para caracterizar a natureza fisica e quimica
dos constituintes responsaveis por efeitos adversos. Cada um desses métodos de
fracionamento ¢ responsavel pela remogdo ou isolamento de um grupo de compostos. No
caso dos metais, esse isolamento ¢ feito através da quelagdo com EDTA; os organicos sdo
extraidos através de uma coluna de C,;; compostos que variam em fungdo do pH, através de
uma camara de atmosfera controlada; compostos voléteis, através de aeragdo; compostos
filtraveis, através de filtragdo e oxidantes, através de reagdes de dxido-redugdo. Com cada
amostra fracionada de efluente sdo realizados testes de toxicidade e os resultados sdo sempre
comparados com um teste realizado com uma amostra controle ou ndo fracionada. As
informagdes obtidas nessa fase podem ser usadas no planejamento de estudos de tratamento

de efluentes.

Na segunda fase, os compostos pertencentes a classe de contaminantes determinada

na fase anterior sdio identificados através de técnicas analiticas especificas.

Na terceira fase, os contaminantes sob suspeita, caracterizados na primeira fase e
identificados na segunda, sfio confirmados através da utilizagdo de testes quimicos e
toxicologicos adicionais (EPA, 1991; DORN & COMPERNOLLE, 1995).

Estudos de AIT, geralmente, possibilitam a escolha da tecnologia disponivel mais
apropriada ao controle e tratamento do efluente com vistas a remogdo da sua toxicidade. De
um total de 52 estudos conduzidos nos Estados Unidos até 1990, em 27 deles foi possivel
identificar os compostos responsaveis pela toxicidade. No entanto, em 12 indl'létn'as, onde
optou-se apenas pela mudanga do tipo de tratamento empregado sem a realizagio prévia de
um estudo de AIT, verificou-se que somente 4 estavam de acordo com os limites permitidos

de emisséo de poluentes previstos pela lei (DORN & COMPERNOLLE, 1995).

No presente projeto, foi realizada a primeira fase de um estudo de AIT, através da
utilizagdo de seis fracionamentos fisicos e quimicos de amostras brutas e tratadas do

efluente.



Parte do projeto foi conduzido nos Estados Unidos, onde as amostras fracionadas
foram utilizadas em testes de toxicidade com o ourigo Arbacia punctulata e apds o retomo
ao Brasil, os fracionamentos foram repetidos e as amostras fracionadas foram utilizadas em

testes de toxicidade com o ourigo L. variegatus.
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2. OBJETIVOS

Os objetivos do presente trabalho foram:

1) Determinar a toxicidade da dgua de produgéo, através da utilizagdo de testes de

toxicidade aguda e cronica (de curta duragéo).

2) Avaliar a eficiéncia do tratamento adotado pela PETROBRAS na remogdo da

toxicidade do efluente.

3) Verificar se limites legais para compostos quimicos em efluentes sfo

contemplados.

4) Adequar os métodos de caracterizagdo da toxicidade de amostras salinas tendo

como base a metodologia internacional existente.
5) Identificar os grupos de compostos do efluente responsaveis pela toxicidade.

6) Definir testes para o monitoramento de rotina do efluente langado no ambiente.
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3. CAPITULO 1

CARACTERIZACAO TOXICOLOGICA E QUIMICA DA AGUA

DE PRODUCAO
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3.1 REVISAQ DA LITERATURA
3.1.1 Sistema de tratamento de efluentes da PETROBRAS -

O sistema adotado pela PETROBRAS na estagdo de tratamento de efluente (ETE)
no Dutos e Terminais Centro-Oeste Sdo Paulo — DTCS (ex-TEBAR) em Sio Sebastifo,
SP consiste do processo de flotagdo por ar induzido, ou seja, flutuagéo induzida por meio
de bolhas de ar, para a separagdo e a remogdo de Oleos, seguido da oxidagdo quimica
com peroxido de hidrogénio para a rgdugﬁo de sulfetos e fendis, e descarte através de
emissario submarino.

o
3.1.1.1 Histérico |

A opgdo por esse sistema de tratamento foi baseada em resultados de uma série
de estudos realizados pela PETROBRAS em conjunto com a ‘Empresa Ambiental
Laboratérios. Foram conduzidas andlises fisicas ‘¢ quimicas dos efluentes visando
determinar os pardmetros fora dos limites permitidos péla legislagiio de controle de
efluentes liquidos, e ensaios de bancada empregando diferentes processos de tratamento
para definir qual o mais adequado paraia redugéo desses limites.

Um total de 29 amostragens do efluente foram realizadas visando a sua
caracterizagio fisica e quimica. De acordo com o relatério apresentado pela
AMBIENTAL (1991), os sulfetos e fendis apresentaram concentragdes acima dos limites
permitidos pela Rcsoluc;ﬁo CONAMA (BRASIL, 1986) na maioria das amostras. O
nitrogénio amoniacal, o ferro, o zinco %e os dleos & graxas, eventualmente ultrapassaram

os limites da legislagio. i ‘

Esses resultados levaram a PETROBRAS a definir como meta principal, a
redugdo dos niveis de sulfetos e fendis, e posteriormente, também passou a considerar o

uso de algum tratamento especifico para a remogéo de dleos.

15
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Em 1991, a Empresa Ambiental Laboratérios concluiu os estudos desenvolvidos.

com ensaios de tratabilidade do efluente visando a remogio de sulfetos e fenodis, através
dos processos de floculagdo/coagulagdo, eletrofloculagdo, oxidagdo por aeragdo e

oxidagdo por produtos quimicos. Os resultados obtidos indicaram o processo de oxidagdo

“com peroxido de hidrogénio (H>O,) como sendo o mais adequado para a redugéo de

sulfetos e fendis.

A seguir, foram realizadas novas simulagdes do tratamento quimico com
perdxido de hidrogénio em uma planta piloto construida no DTCS. Os resultados obtidos
indicaram que o tratamento com peroxido removeu, em média, cerca de 98% de sulfetos

entre 37 a 70% de fendis indicando boa performance do processo (AMBIENTAL, 1991).

Para verificar a eficiéncia da oxidagdo quimica com peréxido na remogdo da
toxicidade, foram realizados testes de toxicidade com trés amostras de efluente. Uma
delas foi tratada no laboratorio do Centro de Pesquisas (CENPES) da PETROBRAS, RJ e
as outras duas foram tratadas na estagfo piloto do DTCS em S#o Sebastidio e enviadas a

Fundagio de Estudos e Pesquisas Aquaticas — FUNDESPA, localizada em Sdo Paulo.

No CENPES foram realizados testes de toxicidade aguda com Arfemia sp
utilizando amostras ndo tratadas e tratadas através da oxidagdo com perdxido visando

determinar a eficiéncia do tratamento na reducdo da toxicidade.

Na FUNDESPA foram realizados testes de toxicidade envolvendo trés grupos de
organismos, um crustaceo, dois moluscos ¢ uma microalga utilizando duas amostras de

efluente j4 tratado, o que impossibilitou a quantificagédo da redugdo da toxicidade.

Para o tratamento de 6leos optou-se pelo sistema fisico de flotagdo devido a

adogfo prévia do mesmo sistema pela estagio gémea do TEBAR localizada no Terminal

‘Petrolifero de Cabianas, RJ. (v FILHO, com. pes. 1999)*.

"4 FILHO, J. S. (1999). (Coorder;ladoria de Qualidade, Segurang¢a Industrial e Meio Ambiente-
COSEMA/DTCS/PETROBRAS, SP). Comunicagdo pessoal.

16 -
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3.1.1.2 Processo de Flotaciio

O processo de flotagdo ¢ utilizado na separagio da fase solida ( particulas em
suspensfo) da fase liquida ( misturas complexas) pelas industrias de processamento quimico
e mineral hd mais de 100 anos. Entre as industrias que utilizam €sse processo para a
clarificagdio de seus efluentes destacam-se as refinarias de petroleo e as industrias de polpa
de papel, além das estagdes de tratamento de esgotos domésticos e industriais que o utilizam
para o espéssamento de lodos ativados ( EDZWALD & WALSH, 1992; HAMMER &
HAMMER, 1996; DAMATO, 1997).

A indistria petrolifera também tem utilizado o processo de flotagdo para a redugdo
da concentragido de hidrocarbonetos de petréleo sob a forma de particulas em suspensdo

sblidas e oleosas, presentes na agua de produgio (RIVIERE & GARLAND, 1995).

Outro importante uso a que se destina o processo de flotagdo é ser a primeira etapa
da clarificagfio para a produgdo de 4gua potavel de dguas com presen¢a de algas, baixa
turbidez e coloragdo intensa (ZABEL, 1985).

O processo de flotagdo pode ser classificado de acordo com a sua aplicagéo (flotagdo
de carvdo e quartzo), presenca ou auséncia de espuma e ainda pelo método utilizado na

produgio de bolhas (flotagdo por ar disperso, microflotagéo ou flotagio por ar dissolvido).

Na flotagdio por ar disperso as bolhas produzidas por meios mecanicos apresentam
tamanho na faixa de 0,1 a 1,0 mm e surfactantes sdo adicionados para produzir a adesdo das
bolhas as particulas. Na microflotagdo sdo empregadas taxas de fluxo de gas muito baixas e
agentes espumantes para a produ¢io de microbolhas com cerca de 40 um de didmetro. Na
flotagdio por ar dissolvido as bolhas sfo produzidas por meio da injegdo de ar comprimido e

apresentam diimetros na faixa de 10 a 100 um (EDZWALD & WALSH, 1992).

A flotagio por meio de ar dissolvido € um processo de separagdo gravitacional,
onde as particulas ou agregados de particulas em suspensdio aderem-se as bo_lhas de ar,
diminuindo sua densidade aparente e levitando até a interface liquido/ar ( MATIS &
ZOUBOULIS, 1995a,b).

Na flotagdo por ar dissolvido, ar pressurizado (1 a 4 atm) pode ser injetado

diretamente no efluente a ser tratado ou injetado primeiro em uma parte do efluente
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mantida em um tanque de retengdo que a seguir é aberto fazendo com que o efluente
pressurizado entre em contato com o efluente mantido sob pressdo atinosférica. O ar
dissolvido hipersaturado ao entrar em contato com a pressiio atmosférica ¢ liberado sob a
forma de pequenas bolhas de ar que arrastam as particulas de 6leo e matéria em
suspensdo até a sﬁperﬁcie, de onde sdo removidas por meio de raspadores (BRAILE &
CAVALCANTI, 1978, WATER ENVIRONMENTAL FEDERATION, 1994;
HAMMER & HAMMER, 1996 ).

‘Uma variagdo da flotagdo por ar dissolvido é a flotagéo por ar induzido, onde o ar
é obtido por meio de um rotor de aerag@io que capta o ar contido na parte superior do
flotador e o injeta no liquido, promovendo a flotagdo do oleo livre e parte dos sélidos

presentes no efluente (AVELAR, com. pes. 1999Y°.

Geralmente, o processo de flotagdo ¢ precedido da adigéo de produtos quimicos
visando aumentar a eficiéncia na remogdo de sdlidos. Esses produtos agem sobre as gotas
de dleo dispersas no meio liquido, desestabilizando-as ou quebrando as emulsGes de 6leo-
dgua presentes. Entre os produtos mais utilizados na quebra de emulsdes ou como
floculantes destacam-se os sais inorgdnicos de ferro ou aluminio e os polieletrolitos
orgdnicos (BRAILE & CAVALCANTI, 1978; MANAHAN, 1994; WATER
ENVIRONMENTAL FEDERATION, 1994). '

Os polieletrolitos também auxiliam diretamente na flotagio dos sélidos em
suspensdo, através da alteragio das propriedades da superficie dos sélidos, liquidos ou
mesmo das bolhas de ar e como resultado methoram a capacidade de adesdo das bolhas
aos solidos em suspensdio (WATER ENVIRONMENTAL FEDERATION, 1994). De
acordo com HAMMER & HAMMER (1996), a adigdo de floculantes aumenta a

capacidade de adesfio das particulas pelas bolhas em cerca de 95% ou mais.

De acordo com WATER ENVIRONMENTAL FEDERATION (1994), quando os

- sais de ferro ou aluminio sfo utilizados, um dos problemas apresentados € relacionado ao

grande volume de lodo gerado e possiveis dificuldades para a sua disposigdo adequada.

> AVELAR, J. E. L. (1999). (DTCS/PETROBRAS, So Sebastido, SP). Comunicagdo pessoal.
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Em relagdo aos polieletrélitos orgénicos, apesar de serem altamente eficientes na

demulsificagfo de 6leos, apresentam custo muito elevado.

- O flotador utilizado na PETROBRAS ¢ a ar induzido (marca USFILTER,
modelo QUADRICEL Q110™) com capacidade para um volume aproximado de 24m”.
Ele é constituido de quatro cAmaras de flotagdo sequenciais, equipadas com rotores de
aeragdo responsaveis pela prodhgﬁo de ar injetado no efluente. A quantidade de ar
introduzida no liquido € ajustada manualmente através de uma vélvala de controle e o
tempo de retengdo do efluente no flotador ¢ de _apfoximadamente 10 minutos para uma
vaz3o méxima projetada de 250m’/h. Escumadores instalados nas duas laterais de cada
cémara de flotagdo coletam continuamente a borra de material flotado que ¢ descarregada
em duas canaletas laterais e a partir dai em um tanque de acamulo (AVELAR, com. pes.
1999).

Um misturador hidraulico posicionado na entrada do flotador permite a dosagem
de soda caustica, polieletrolito e peréxido de hidrogénio a serem adicionados ao efluente.
A soda caustica a 50% & utilizada para manter 0 pH.do efluente em uma faixa alcalina, o
polieletrélito orgénico auxilia na quebra de emulsdes e aglutinagdo do 6leo e solidos em
supensdo e o peroxido de hidrogénio ¢ usado para uma pré-oxidagiio do sulfeto visando

minimizar a emanago do H,S para a atmosfera. O flotador também ¢é equipado com um

sistema de seguranga constituido de uma valvula que controla a pressio e a formagdo de

' vcuo na parte superior do flotador, permitindo a liberago dos gases para a atmosfera A

eficiéncia do flotador na remogio do 6leo livre com densidade média de 0,9 Kg/L € de
cerca de 80 a 90%, segundo AVELAR (com. pes. 1999)°.

3.1.1.3 Processo de Oxida¢io Quimica

Os constituintes orgnicos presentes nos efluentes podem ser tratados através

processos biologicos, quimicos e fisicos. No entanto, o tratamento biologico nem sempre ¢

possivel devido a presenga em alguns efluentes de compostos téxicos e inibidores do

suficiente para a remogdo dos compostos organicos soluveis presentes no efluente. Devido a
essas dificuldades, a oxidagdo quimica tem sido considerada uma alternativa eficaz para o

tratamento de compostos orginicos (BOWERS, 1990; WATER ENVIRONMENTAL

FEDERATION, 1994).
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Muitas inddstrias utilizam a oxidagdo quimica como uma das etapas para o
tratamento dos seus efluentes e dependendo da classe de efluente a ser tratada, diferentes

tipos de oxidantes estio disponiveis no mercado (Tabela 1).

Tabela 1- Caracteristicas dos produtos utilizados no processo de oxidagéo quimica.

Oxidante | Fase® Principais aplicagdes " Caracteristicas
Peroxidode |L Oxidagio de orgénicos refratarios, | Pode ser estocado no local, produgio
Hidrogénio fonte de oxigénio de produtos indesejaveis ndo € bem
(H,0,) : conhecida, econdmico, geralmente

requer uso de acido e catalisador
C; G - Desinfecgdo, oxidagdo de -

_inorgénicos (CN, NH3), Fet++
Cl,ouHOC! |G,L° | Desinfecgdo, oxidagdo de cianetos, | Possivel formagdo de orgénicos
clareamento de polpa e papel clorados como espécie residual
ClO, G Desinfecgéo, clareamento de polpa e Nio produz organicos clorados
papel
Oz6nio G Desinfecgéo, oxidagdo de organicos Altamente reativo, néo produz
(03) refratarios e inorgénicos, destruicio | compostos indesejaveis, gerado no
de trihalometanos precursores na ~ local, custo muito elevado
agua potavel, clareamento de polpa e
papel
Permanganato |S,L Oxidagdo de substincias humicas e | Pode ser estocado no local, produgdo
(KMnO,) produtoras de odor e gosto, oxidagio | -de produtos indesejaveis ndo € bem
de organicos e inorganicos conhecida, pode gerar solidos
(MnQ2) de dificil disposi¢do

FeO,”, 18 ' Somente estudos de laboratorio Dados de laboratorio ou estudos de
S,0¢> __caso insuficientes

? Estado tipico no qual o bxidante é encontrado. G = gas, L = liquido, e S = sblido
®.Cl, fornecido como gas, HOCI fornecido como solugao aquosa de NaCLO,
Retirado e modificado de BOWERS (1990) e WATER ENVIRONMENTAL FEDERATION (1994)

Entre as industrias que utilizam a oxidagdo quimica como uma das etapas de
tratamento de efluentes estdio incluidas as refinarias de petréleo, industrias de celulose,
plasticos e resinas, bonaché, e coque e gas (WATER ENVIRONMENTAL FEDERATION,
1994).

O oxidante escolhido para um determinado tipo de efluente devera apresentar as
seguintes caracteristicas: baixo custo, ficil aquisi¢io, reatividade com os compostos a serem

tratados e a nfo geragio de subprodutos indesejaveis.

A selegdo do oxidante adequado nfio depende somente da sua reatividade, mas
também da taxa de reagfio e necessidade de uso de catalisadores e ajuste de pH, sendo a taxa

da reagdo de oxidagdo um dos fatores mais importantes a serem considerados na aplicagio

- de um oxidante para o tratamento de determinado tipo de efluente. Ela é dependente de uma

série de varidveis como a temperatura, concentragio do oxidante, catalisadores, pH,
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produgdo de subprodutos e impurezas no sistema, que devem ser consideradas

simultaneamente.

Em temperaturas e concentragdes elevadas as reagdes ocorrem mais rapidamente € o
mesmo pode ocorrer na presenga de certos catalisadores. No entanto, a necessidade do uso

de catalisadores depende do tipo de oxidante e dos compostos a serem oxidados. Os

®

catalisadores mais utilizados incluem os metais e certos espectros de luz, como na

fotocatalise.

A velocidade das reagdes de oxidag8o também ¢ dependente do pH, resultando na
necessidade de seu ajuste para valores dcidos ou basicos, de acordo com o oxidante utilizado.
Os subprodutos gerados durante a reagdo de oxidagdo e impurezas presentes no sistema
também podem interferir na velocidade da reagdo, agindo como autocatalisadores ou

diminuindo a velocidade da reagdo.

De acordo com o exposto, a realizagdo de ensaios prévios é fundamental para

.

verificar as doses e condigdes necessdrias 4 obtengdo de uma performance adequada do
oxidante selecionado (BOWERS, 1990).

Segundo WATER ENVIRONMENTAL FEDERATION (1994) e SIQUEIRA
(1998), o peréxido de hidrogénio tem sido um dos oxidantes mais utilizados para o
tratamento de efluentes devido a sua capacidade de oxidar a maioria dos compostos

organicos € varios inorganicos.

I- Oxidag#o de sulfetos

Nos efluentes de refinarias de petréleo e naqueles gerados durante as atividades de
produgdo de petréleo, como € o caso da agua de produgdo, compostos de enxofre como
sulfeto de hidrogénio e mercaptanas sdo encontrados em altas concentragdes. Um dos fatores
responsaveis pela sua formagdo é a agfio das bactérias sulfato redutoras. A oxidagfo do
sulfeto pelo per6xido de hidrogénio apresenta uma grande vantagem devido a agdo
especifica da substdncia que ndo se perde em reagdes secunddrias. Outra vantagem € a sua
decomposigdo natural em agua e oxigénio, quando ¢ constantemente fornecido ao sistema. O
constante fornecimento de perdoxido também  previne o desenvolvimento de bactérias

capazes de reduzir o sulfato a sulfeto, como também auxilia na remog¢do de odores

(SIQUEIRA, 1998).
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A reagio que rege a oxidagdo do sulfeto em meio acido ou neutro é a seguinte:
HpS + HO; — S + 2H,0. O tempo dessa reagio é de cerca de 15 a 60 minutos e quando sdo
adicionados catalisadofes, na forma de ions metélicos, o tempo de reagdo & de poucos

minutos, apresentando como produto da reagio a formagio de enxofre elementar
(SIQUEIRA, 1998).

Na simulagfo do tratamento do efluente do DTCS em Sio Sebastido, durante o
funcionamento da estagfio piloto, foi produzido enxofre elementar na forma coloidal ou em

suspensdo, conferindo ao efluente aspecto turvo (AMBIENTAL, 1991).

I1- Oxidagdo de fenois
Os fendis estdio presentes em efluentes gerados pelas refinarias de petréleo, atividade

de produgdo de petréleo, nas inddstrias de materiais sintéticos e sinteses quimicas.

A oxidagédo do fenol pela utilizagdo de oxidantes a base de cloro ndo é recomendada
devido a formagdo de subprodutos mais toxicos que o produto original, como os fendis
clorados. O oxidante mais utilizado na oxidagdo de fendis tem sido o perdxido de

hidrogénio.

Ao contrario do que ocorre com o sulfeto, o meio 4cido € necessario para a oxidagdo
do fenol pelo peroxido de hidrogénio aliado a agdo catalisadora de sais de ferro bivalente. A
reagdo que rege a oxidagdo de fendis em meio acido sob a agdo de sais de ferro é

representada por: C¢HsOH + 14 H,O, — 6CO, + 17H,0

O pH ideal para a oxidagdo de fenois situa-se entre 3 ¢ 4 com a adigdo de sulfato

férrico como catalisador, e o tempo de reagiio é de aproximadamente 60 minutos.

3.1.1.4 Descri¢do do sistema de tratamento da PETROBRAS
O sistema de tratamento adotado pela PETROBRAS foi projetado para o tratamento

do efluente a uma vazdo méaxima de 6000m’/dia. A agua de produgdo, juntamente com

compostos provenientes da drenagem de dguas contaminadas das 4reas de tanques, vélvulas

e bombas, é acumulada em um tanque de segregagdio com capacidade para um volume de

56.000m’ (Figura 1). Neste tanque ocorre a primeira separagdo do o6leo livre, presente no
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efluente, que é coletado através de um anel tubular superficial ¢ é encaminhado aos tanques

de petroleo.

A seguir, o efluente é transferido por bombas centrifugas e a uma vazo constante
para o flotador onde sdo adicionados soda céustica, polieletréleitos e peréxido de hidrogénio.
Terminado o tempo de retengdo de 10 minutos para a flotagdo do material oleoso e parte dos
solidos em suspensédo, o efluente flotado € encaminhado para os tanques de oxidagdo de
sulfetos. Essa etapa ocorre em dois tanques de 60 m’, equipados com misturadores
mecénicos, onde sdo adicionados o peréxido de hidrogénio a 50%. A seguir, por gravidade, o
efluente flui para o tanque de acidificagio com 20m’, também equipado com misturador
mecanico, onde ocorre a dosagem de H,SO,4 a 98%, para o ajuste do pH na faixa de 3,5 a 4,0,
por meio de bombas dosadoras comandadas por um controlador de pH (AVELAR, com. pes.
1999)°.

Apbs a acidificagdo, o efluente ¢ encaminhado a dois tanques de oxidagdo de fenbis
com volume unitario de 60m onde ocorre a adigho de perdxido de hidrogénio a 50% A
seguir, o efluente ¢ neutralizado em um tanque com volume de 20m’, através da adigfo de
hidréxido de soédio a 50%, por meio de bombas dosadoras com vazdo determinada por
controlador de pH, para obtengdo de pH na faixa de 6,0 a 8,0. Terminada a etapa de
neutralizagdo, o efluente € encaminhado ao pogo de bombeamento para ser descartado

através do emissario submarino (Figuras 2 e 3) (AVELAR, com. pes. 1999)°.

A diluigdo do efluente no corpo receptor foi estimada em cerca de 800 vezes a uma

distincia de aproximadamente 50 m dos difusores (FILHO, com. pes. 1997)°,

SFILHO, J. S. (1997). (Coordenadoria de Qualidade, Seguranga Industrial e Meio Ambiente-
COSEMA/DTCS/PETROBRAS, SP). Comunicagéo pessoal.
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3.1.2 Caracterizac¢fio da Agua de produciio através de testes de toxicidade e de analises

gquimicas

Embora estimativas mundiais indiquem um aumento da produgéo de petroleo e como
conseqiiéncia direta, um aumento da quantidade de 4dgua de produgio gerada
(BRENDEHAUG et al., 1992), somente a partir de meados da década de 80, foi dado um

~ impulso nas pesquisas direcionadas aos efeitos e conseqiiéncias desse tipo de descarte no

ambiente marinho.

A maioria desses estudos foi realizada com agua de produgio proveniente de campos
de petroleo e gis do Mar do Norte e do Golfo do México. Esses trabathos abrangeram os
efeitos agudos e cronicos determinados em condigdes laboratoriais e de campo, analises
quimicas das amostras, estudos de dispersio da pluma do efluente e estudos sobre a

diversidade e densidade da biota existente no local de descarte do efluente.

HARPER (1986) relata que os efeitos ambientais causados pelo despejo da.agua de
produgdo dependem da interagdo de varidveis fisicas e quimicas do corpo receptor e da dgua-
de produgdo. Entre as caracteristicas mais importantes do corpo receptor estdo incluidas a
largura e a profundidade, o sistema de circulagfio da agua, a salinidade, a quantidade total de
particulas em suspensdo e as taxas de deposigio e biodegradagiio no sedimento. Em relagfio a
agua de produgo, as caracteristicas mais importantes a serem consideradas sdo a salinidade
(ou os solidos dissolvidos totais), as concentragdes de hidrocarbonetos, a proporgdo de ions,
o volume do descarte por unidade de tempo e o local de descarte. Os efeitos sdo mais
drasticos em ambientes como rios e estudrios devido a menor capacidade de diluigdo e

dispersdo, enquanto em mar aberto os efeitos sdo de menor intensidade.

' DAVIES et al. apud SOMERVILLE et al. (1987) avaliaram os efeitos da dgua de
produgdo de reservatorios do Mar do Norte sobre o fitoplancton, zooplancton e fase larval de
bacalhau e arenque, e ndo observaram efeitos diretos do descarte sobre o fitoplancton e as
fases larval. No entahtb, observaram uma diminuigdo na populagdo de copépodos da 4rea sob

impacto. A ocorréncia desses efeitos foi associada a uma possivel interferéncia de

DAVIES , J. M,; HAY, 8. J; GAVILLE, J. C,; DOW, K. (1987). The ecological effects of produced

- water discharges from offshore oil platforms in the northern. North Sea. Mar. Env. Res. apud

SOMERVILLE et al. (1987). Marine Pollution Bulletin, 18, 10:549-558.
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hidrocarbonetos com écidos carboxilicos, acumulagdo de hidrocarbonetos no saco vitelino e

efeitos sobre respostas comportamentais.

SOMERVILLE et al. (1987) estudaram os efeitos ambientais do descarte da 4gua de
produgdo de reservatorios do Mar do Norte. Esse trabalho envolveu testes de toxicidade,
modelagem matemadtica da pluma do efluente, estudo de campo com rtodamina,
monitoramento “in situ” com o mexilhdo Mytilus edulis, bem como analises quimicas e
experimentos de biodegradac.ﬁo dos principais compostos organicos presentes na agua de
produgdo. Para esse experimento foram utilizados frascos de fermentagdo previamente
inoculados com microorganismos obtidos do Mar do Norte. Os resultados dos testes de
tox'icidade. aguda e crénica com a bactéria Vibrio fisheri, o celenterado Campanularia
flexuosa, os crustaceos Calanus fimarchicus e Daphnia magna, o molusco Crassostrea gigas
e o peixe Salmo gairdneri. indicaram valores de CL e CE50 entre 5 ¢ 10 % de 4gua de
produgdo, demonstrando que o efeito agudo estava restrito as imediagdes da descarga e ndo
ocorria em dilui¢des superiores a 100 vezes. A modelagem matematica da pluma do efluente
‘testada em campo indicou uma diluigdo de cerca de 1000 vezes a uma disténcia inferior a 50
metros do ponfo de descarga. As andlises quimicas indicaram concentragdes elevadas de
acidos carboxilicos (1g/L) e de hidrocarbonetos arométicos como benzeno (18mg/L), tolueno
(13mg/L) e Smg/L. de etilbenzeno e xileno. O nitrogénio amoniacal foi encontrado em
concentragdes de 10 a 30mg/L. A agdio das bactérias mantidas em uma cultura continua nos
experimentos de biodegradagdio foi responsivel pela remogdo quase completa dos
hidrocarbonetos aromaticos de baixo peso molecular e dos acidos carboxilicos. Os autores
conclufram que a presenga de qualquer efeito toxico estaria restrita as imediagbes do ponto
de descarga, mas sugeriram a continuidade de estudos de campo para validar os prognosticos

apresentados no trabatho.

GIRLING (1989) investigou os efeitos da agua de produgdo sobre o copépodo
calanoida Acartia tonsa através de testes de toxicidade aguda (48 h) e crénica (22 dias) com
amostras brutas e tratadas por meio de filtragdo e biodegradagdo. No teste de toxicidade
crénica foi avaliado o efeito da égua de produgdo sobre o crescimento populacional de A.
tonsa. O autor ndo observou diferenga na toxicidade entre amostras brutas e filtradas, que

apresentaram valores de CEs;48h de 3,6 € 2,7% de agua de produgdo. As amostras
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biodegradadas apresentaram redugio da toxicidade com um valor de CEsp;48h de 18 % de
dgua de produgfio. Em relagdo aos testes cronicos, houve declinio da populagio de
copépodos apos 21 -dias, nas concentragdes de 1 e 5% das amostras filtradas e aumento
populacional em todas coﬁcentraqﬁes (0,5 a 15%) das amostras biodegradadas. Os resultados
demonstraram através de extrapolagdes das taxas de diluigdo na regido das plataformas, que
os efeitos téxicos das descargas sobre os copépodes planctonicos daquela regido sfo

limitados as imediagdes do ponto de descarga.

DANIELS & MEANS (1989), estudaram o efeito genotoxico da agua de produgio
descartada em uma regifio estuarina do Golfo do México utilizando embrides e larvas do
peixe Cyprinodon variegatus para avaliar a presenga de aberragdes cromossomicas. Estas
foram observadas em concenﬁa¢6es de 2 ¢ 4% de agua de produgdo, indicando que o
descarte de dgua de produgdo em sistemas semi-fechados pode implicar em efeitos cronicos

-na populagéo de peixes estuarinos que habitam essas aguas.

BALDWIN et al. (1992), expuseram embrides do ourigo Strongylocentrotus
purpuratus a amostras de dgua de produgio para avaliar a agdo desse poluente sobre o
desenvolvimento embrio-larval e na indugéo de uma glicoproteina de alto peso molecular.
Concentragdes de 3% de agua de produgdo foram suficientes para retardar o
desenvolvimento até a fase de gastrula, enquanto concentragdes entre 10 e 15% apds 3h de
exposi¢io dos embrides, induziram a presenga da proteina (banda 253 kDa), encontrada em
concentragdes muito baixas nos embrides controle. Segundo os autores, a expressdo dessa
proteina parece ter sido especifica & presenga da agua de produgio e & presenga do arsénico,

um dos constituintes encontrados nas amostras de dgua de produgéo utilizadas.

STEPHENSON (1992) fez um levantamento dos estudos desenvolvidos pelo
governo e indastrias em 42 plataformas localizadas no Golfo do México. Ele agrupou os
principais componentes da agua de produgdo em seis categorias: Oleos, metais pesados,
radionuclideos, produtos quimicos adicionados durante o processo de produgio para prevenir
problemas operacionais, sais e oxigénio dissolvido. A seguir, descreveu os valores
encontrados e os impactos ambientais decorrentes do descarte de cada uma das categorias de
poluentes separadamente. Baseado nos trabalhos revisados, o autor concluiu que o descarte
da dgua de produgdio de plataformas localizadas em alto mar nfio deveria cdusar efeitos

adversos a vida aquatica circunvizinha.
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JACOBS et al. (1992) realizaram um trabalho mais completo visando avaliar
diferengas na composigdo da agua de produgfo oriunda de plataformas de petroleo e gas no
Mar do Norte. As andlises de compostos orgénicos indicaram diferengas quantitativas e
qualitativas em relagdo aos efluentes oriundos dessas plataformas, enquanto para os metais
ndo foram observadas diferengas. A dgua de produgio de plataformas de gas apresentou
maiores concentrages de aromaticos monociclicos e também maior toxicidade em relagio a
agua de produgdo de plataformas de petrdleo. Em relagdo aos metais, foi dada énfase a

andlise de anions devido a escassez na literatura de dados sobre a sua distribuig#o.

Entre os trabalhos direcionados somente para a caracterizagdo quimica da 4gua de
produgiio, destaca-se o estudo conduzido por TIBBETTS et al. (1992) no qual os autores
relacionaram os principais pardmetros fisicos e qu1'micos necessarios para uma real
caracterizagdo da composigdo da 4gua de produg8o, revisaram as metodologias analiticas
usualmente utilizadas e testaram os métodos de analise padronizados, apontando os

principais problemas.

Segundo TIBBETTS et al. (1992), os compostos que apresentam maior dificuldade
de andlise sfo os mais polares, como os produtos utilizados no tratamento da agua de
produgdo para operagdo eficiente da plataforma. Esses produtos sdo os inibidores de
corrosdo, emulsificantes, biocidas, produtos de tratamento e detergentes, que apresentam-se
como misturas complexas com virias propriedades quimicas e fisicas. Muitos possuem alto
peso molecular o que os torna dificeis de seram analisados pelos métodos convencionais e

também sdo dificeis de serem extraidos da agua.

Entre os trabalhos apresentados no Simpésio Internacional em San Diego (1992)
direcionados para a determinagio- da toxicidade da agua de produgdo destacam-se os estudos
conduzidos por SCHIFF et al. (1992), MOFFITT et al. (1992) e BRENDEHAUG et al.
(1992).

~ No trabalho de SCHIFF et al. (1992) foram avaliadas mudangas na composigio de
amostras de 4gua de produgfio apds diferentes periodos de estocagem e comparados
diferentes procedimentos de testes de toxicidade com o misidiceo Mysidopsis bahia. A
utilizagdo de outras espécies em testeé de toxicidade com agua de produgfio também foi
avaliada. A estocagem da dgua de produgdo a 4°C durante um periodo de oito dias nio

resultou em mudangas significativas do carbono orginico total e de hidrocarbonetos
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aromaticos volateis (BTEX). Nos testes com M. bahia onde foram comparados os efeitos de
amostras com salinidade e pH ajustados e nfio ajustados, os valores de CL50; 96h obtidos

foram muito préoximos.

MOFFITT et al. (1992) avaliaram a toxicidade cronica de amostras de agua de
produgiio através da utilizagdo de testes de curta duragio (7 dias) com o misidiceo M. bahia
e o peixe Cyprinodon variegatus. Os autores ndo observaram diferengas significativas entre
os resultados dos testes realizados com amostras coletadas em diferentes periodos ou de

plataformas com taxas baixas (< 10000 barris/dia) e altas (> 10000 barris/dia) de descarte.

BRENDEHAUG et al. (1992), realizaram testes de toxicidade aguda com amostras
de 4gua de produgdo de plataformas do Mar do Norte ¢ em conjunto com modelos de
dispersio. e dilui¢do do efluente, estimaram os impactos do descarte da agua de produgdo
sobre o ambiente. Os organismos teste utilizados foram a microalga Skeletonema costatum, o
crustdceo Artemia sp e a bactéria Vibrio fisheri (Microtox). Os autores concluiram que os
efeitos agudos da agua de produgfio poderiam ocorrer na zona de diluigdo, mas seriam

despreziveis para além dessa area.

Esses trabalhos deram maior énfase a estudos laboratoriais, através da utilizagio de
testes de toxicidade visando, principalmente, a determinagdio de valores de toxicidade aguda
e caracterizagdo quimica da agua de produgfo descartada em regites de alto mar. Ja os
trabalhos de RAYLE & MULINO (1992), RABALALIS et al. (1992) e NEFF et al. (1992)
foram dﬁecionados ao estudo dos impactos causados pelo descarte de dgua de produgio em
aguas costeiras, como estuarios e baias, através da analise de contaminantes nos sedimentos
proximos a area de descarte, levantamentos qualitativos e quantitativos da macrofauna
bentdnica e estudos de bioacumulagfio com o molusco Crassostrea virginica, colocado a

diferentes distincias do ponto de descarte.

O estudo de RAYLE & MULINO (1992) foi conduzido em 4reas caracterizadas
como sistemas semi-fechados ou de pouca circulagio de> dgua no Estado da Louisiana nos
Estados Unidos. Foram coletados dadbs fisicos e quimicos de areas proximas a 38 diferentes
locais de descarte de 4gua de produgfio. Os objetivos desse estudo foram o de determinar a
ocorréncia e a extensdo de estratificagfio da salinidade e de hidrocarbonetos de petrdleo, as
concentragdes de hidrocarbonetos no sedimento até uma distancia de 300 m do ldcal de

descarte € a ocorréncia € a extensdo de radionuclideos acumulados nos sedimentos nas
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proximidades dos langamentos de agua de produgdo. A salinidade média das diferentes
amostras de dgua de produgiio estudadas foi de 141%o. A estratificagdio da salinidade da agua
de fundo foi observada em trés estagSes de coleta até 150 m do ponto de descarga. A
presenc¢a de hidrocarbonetos de petrdleo foi constatada em niveis elevados em sedimentos
coletados em uma drea de até 300 metros do ponto de descarte. Duas das dez amostras de
sedimentos coletados para anélise de radionuclideos apresentaram valores acima dos valores

das estagdes controle.

RABALALIS et al. (1992) mostraram que a presen¢a de sedimentos contaminados por
compostos oriundos dos descartes de dgua de produgdo ocomre em distdncias superiores
(1000 a 1300 m) daquelas observadas em estudos anteriores realizados em ambientes com as
mesmas caracteristicas de éouca circulagdo de 4gua e profundidade. A fauna bentonica foi
severamente reduzida ou ausente nos locais onde o efeito limiar de certos contaminantes,
como os hidrocarbonetos volateis e aromaticos polinucleares, foi ultrapassédo. A presenga de
altas concentragdes de hidrocarbonetos nos sedimentos, em profundidades de 25 a 30 cm, em
algumas dreas estudadas indicou uma acumulagio de ldnga duragdo e a resisténcia a
degradagﬁo._ Estudos de bioacumulagdo com a ostra C. virginica também indicaram o

potencial de acumulagdo tanto em locais proximos ao ponto de descarte, como também em

“distancias de 350 a 1000 metros-do ponto de despejo da dgua de produgio.

NEFF ef al. (1992) estudaram os efeitos do descarte prolongado de 4gua de produgéo
em ambientes de baixa energia, de duas plataformas de petrdleo localizadas na costa da
Louisiana, Golfo do México, sobre a comunidade bentdnica, e a extensio da.contaminagﬁo
nos sedimentos. As concentragGes de metais nos sedimentos proximos a area de descarte das
duas plataformas ndo foram elevadas, em comparagdo as concentragdes de uma drea
controle. Em relagdo a contaminagdo por hidrocarbonetos de petréleo, os sedimentos
superficiais coletados a uma distancia de 20 metros do ponto de descarte (1570 barris/dia) € a
uma profundidade de 8 metros, apresentaram baixa a moderada contaminagio mas nfo
apresentaram-se contaminados a uma distancia de 100 metros. A comunidade bentdnica foi
afetada pelo descarte crénico em distdncias de até 100m do ponto de descarte, mas ndo em
distAncias superiores a essa. Os sedimentos da plataforma localizada em uma :’Lreé de pouca
profundidade (2 metros) com uma taxa de descarte de 2750 barris/dia por mais de quarenta
anos, apresentaram-se contaminados por hidrocarbonetos a uma distancia de até 100 metros

do ponto de descarte, mas ndo em distdncias superiores a 300 metros. A comunidade
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bentonica foi afetada em distancias de até 20 metros do ponto de descarte, mas ndo em

distancias superiores a 100 metros.

OSENBERG et al. (1992) estudaram a presenga e a extensdo de efeitos biologicos
em um ambiente aberto e de alta energia, decorrentes do descarte de agua de produgdo por
meio de um emissario submarino localizado a 200-300 metros da costa, com difusores
posicionados a 10-12 metros de profundidade, nas proximidades da cidade de Carpinteria no
Estado da California, Estados Unidos. O emissdrio estava em operaglio desde 1978 e o
estudo foi realizado entre fevereiro de 1989 e outubro de 1990. No periodo de estudo, o
volume médio de agua de produgdio descartado era de 16000 barris/dia. Os autores
observaram uma diminui¢fio da densidade da fauna bentdnica em areas préximas ao ponto de
descarga do emissario (< a 100 m) e concluiram que a extens3o espacial do efeito sobre o
bentos era bem localizada. No entanto, foram observados efeitos sobre mexilhdes
tfansplantados em uma extensdo espacial de até 1000 m do ponto de langamento do efluente.
A sobrevivéncia das duas espécies de mexilhdes utilizadas nfio foi afetada pela agua de
produgéo, enquanto as taxas de crescimento tanto de Mytilus californicus como de Mytilus
edulis foram afetadas negativamente, em distancias de até 1000 m do ponto de descarga do

efluente.

HIGASHI et al. (1992) obtiveram o mesmo tipo de efeito em testes laboratoriais
realizados com a fragdo solivel da dgua de produgdo do mesmo local. RAIMONDI & _

SCHMITT (1992), observaram resultados similares, mas em escala espacial menor no

mesmo local, com larvas do gastropodo Haliotis rufescens através da realizagdo de testes “in
situ” e laboratoriais. Nos testes “in situ” larvas nas fases pré-competentes (duragio de 5 a 7
dias e sem capacidade de fixagdo) e competentes (duragio de 2 a 5 semanas e com
capacidade de fixagdo) foram colocadas separadamente na pluma do efluente, em tubos de
PVC em estagdes distantes 5, 10, 50, 100, 500 e 1000 metros do difusor, durante periodos de
5,5 horas e 4 dias. Nesses experimentos foi avaliada a relagfio entre a proidmidade da
deScarga e duragdio da exposigdo com a sobrevivéncia, capacidade de fixagdo seguida de
metamorfose das larvas para a fase adulta e capacidade natatoria. Nos testes em laboratério
as larvas foram expostas durante 24h a diferentes concentragdes do efluente € os efeitos

analisados foram os mesmos dos testes “in situ”.

* Os resultados indicaram que a exposi¢8o das larvas planctdnicas de organismos

bentdnicos. & pluma. da dgua. de produgdio reduziu a probabilidade das. larvas. completarem
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com sucesso a transigdio da fase larval para a adulta, denominada de viabilidade. A
magnitude do efeito observado foi diretamente relacionada com a distincia do difusor e com
o tempo de exposigdo. Quantitativamente, a viabilidade das larvas transplantadas a 10 metros
do difusor por 4 dias foi drasticamente reduzida em cerca de 80%, comprovando que efeitos

adversos sobre larvas planctonicas podem ocorrer em ambientes abertos e de alta energia.

KRAUSE et al. (1992), em experimentos laboratoriais conduzidos com agua de
produgéio proveniente da localidade de Carpinteria na California, observaram uma demora
significativa no desenvolvimento embrionério do ourigo Strongylocentrotus purpuratus apos
exposi¢do dos gametas, durante 10 minutos, e zigotos, durante 48h, a uma concentragio de

0,0001 % de agua de produgdo.

Dando continuidade a série de trabalhos realizados com a 4gua de produgéio da
localidade de Carpinteria na California, KRAUSE (1994) demonstrou a importincia da
realizagéo de testes “in situ” para detectar efeitos subletais da dgua de produgdo em ourigos
adultos da éspécie S. purpuratus. Os ourigos foram mantidos, durante oito semanas, em 13
estagdes fixas localizadas a disténcias variando de 5 a 1000 metros do ponto de descarga do

efluente e a uma profundidade de aproximadamente 11 a 12 metros.

Neste trabalho foram analisados os efeitos da exposi¢do crénica sobre a
gametogénese e o desempenho dos gametas de S. pwpurﬁtus, e embora tenha sido observada
a preséng:a de gbnadas maiores nos ourigos mantidos nas proximidades (entre 5 a 10 metros)
do ponto de descarga‘do efluente, esses mesmos organismos apresentaram uma diminuig¢do

significativa no desempenho dos seus gametas.

Esses efeitos foram mais evidentes na estagiio a 5 metros de distincia do ponto de
descarga e continuaram a ser observados em menor magnitude em distincias de até 100
metros. Devido a inexisténcia de pontos de experimentagdo entre 100 e 1000 metros, ndo foi

possivel determinar a exatiddo da extensdo do efeito.

Estudos com a macroalga Macrocystis pyrifera também foram conduzidos por
GAYLE et al. (1994), REED et al. (1994) e REED & LEWIS (1994) com 4gua de produgio
da localidade de Carpinteria na California visando avaliar os efeitos do efluente sobre

processos celulares, recrutamento e colonizagdo dos zodsporos.
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GAYLE et al. (1994), investigaram os efeitos da agua de produgéio sobre o
desenvolvimento dos gametofitos de M. pyrifera, em condigSes laboratoriais. O
desenvolvimento dos gametofitos envolve as fases de germinagio de zo6sporos, crescimento
do tubo germinal e migragéo nuclear que ocorrem em 42h. Entre os pardmetros analisados, a
migragdo nuclear foi o processo mais afetado pela dgua de produgédo, com uma valor de CEO
(menor concentragdo que causa efeito significativamente diferente do controle) de 4% de
agua de produgdo, 12% para o crescimento do tubo germinal e 16% para germinagdo dos

ZOOSpOToS.

REED & LEWIS (1994), conduziram experimentos laboratoriais para avaliar os
efeitos de diferentes concentragdes de dgua de produgdo (0,01; 0,1; 1 e 10%) sobre a duragio
da capacidade natatoria, habilidade para fixagdo e germinagio dos zodsporos de M. pyrifera.
Os resultados indicaram que somente concentragdes iguais ou maiores que 1% de agua de

produgdo afetaram os pardmetros biolégicos analisados.

REED et al. (1994), realizaram experimentos em campo e em laboratério para
avaliar o efeito da dgua de produgdo sobre esporodfitos. adultos, sobrevivéncia e sucesso
reprodutivo de gametofitos. Espordfitos adultos foram transplantados para estagdes
localizadas a 5, 50, 100 e 1000 m de distancia do difusor e apds 75 dias as plantas foram
retiradas para andlise da.produgiio de zodsporos. A sobrevivéncia e sucesso reprodutivo de

gametofitos foi avaliada “in situ”, transplantando-se zodsporos recém fixados nas mesmas

estagbes utilizadas para o experimento com espordfitos adultos. A produgdo de zodsporos

" ndo foi afetada pela dgua de produgfio em nenhuma das estagdes, enquanto a sobrevivéncia e

o sucesso reprodutivo somente foram afetados na estagdo a 5 m de distancia do difusor. Os
testes laboratoriais, por sua vez, indicaram que a reprodugdo dos gametofitos foi

significativamente afetada na concentragfio de 0,01% de dgua de produgdo.

Em um trabalho posterior, KRAUSE (1995), estimou as concentragSes da agua de
produgio da localidade de Carpinteria na California, na pluma do efluente e detectou
concentragbes de aproximadameﬁte 0,0002% de agua de produgio a uma distincia de 1000m
do ponto de descarga. Esses resultados sugeriram que embora a 4gua de produgdo fosse
rapidamente diluida, pois o difusor foi projetado para uma diluigdo inicial de 125:1,
concentragdes subletais persistiram em distincias de até. 1 Km da fonte de despejo. Esse

trabalho permitiu a extrapolagdo dos resultados dos experimentos laboratoriais para as
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condigdes reais de campo, ou seja, as concentragdes efetivas do efluente em ambiente aberto

e de alta energia.

Além dos estudos desenvolvidos para a avaliag@io do impacto causado por descargas
de agua de produgio em ambientes abertos e de alta.energia, como os da.localidade de
Carpinteria na California, trabalhos mais recentes relacionados a determinagio do grau de
contamina¢fo de sedimentos de areas estuarinas cronicamente impactadas pela descarga de
agua de produgfo foram desenvolvidos por D’UNGER et al. (1996) na baia de Nueces e por
ROACH et al. (1993) e CARR et al. (1996a) na baia de Galveston, ambas no Texas.

Nesses trabalhos foram utilizadas importantes metodologias para a determinagdo da
contaminagfo de sedimentos de dreas proximas as plataformas de petrdleo, como os testes de
toxicidade com o sedimento e 4gua intersticial, além da “triade da qualidade do sedimento”
que permite a real avaliagdo do nivel de contaminagfo, e que ainda ndo havia sido utilizada

em locais sob efeito do descarte de dgua de produgdo.

Segundo D’UNGER et al. (1996), o Texas ainda é um dos poucos Estados
americanos no Golfo do México que ainda permitem a descarga de agua de produgdo em
4guas costeiras. Nos estados da Flérida, Alabama e Mississipi o descarte é proibido. Existe
uma proposta de lei nos Estados Unidos datada de 1995 que visa proibir efeﬁvamente o

descarte de 4dgua de produgdo em qualquer regifio estuarina do pais, com excegfio feita a
Cook Inlet, no Alasca.

A baia de Nueces caracteriza-se por conter campos de petroleo e gas com numerosos
pogos, com alta proporgdo 4gua-6leo e em alguns deles, a dgua de produgdo representa uma
proporgdo maior que 95%. No trabalho de D’UNGER et al. (1996), amostras de sedimento e
de efluente foram coletadas nas proximidades das plataformas visando a determinagdo da
toxicidade. O anfipodo bentdnico Grandidierella japonica foi utilizado nos testes com
sedimento e o poliqueto Dinophilus gyrociliatus nos testes com 4gua intersticial. Os testes de
fecundagdo e de desenvolvimento embrio-larval com o ourigo Arbacia punctulata foram

utilizados para determinar a toxicidade dos efluentes.

Os resultados dos testes de toxicidade aguda com anfipodos e poliquetas mostraram
que todos os sedimentos e 4guas intersticiais foram altamente toxicos quando comparados

com o sedimento e 4gua intersticial utilizados como referéncia. Nos testes com A. punctulata
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realizados com efluente os valores de CE50; 60min variaram de 5 a 9,7% no teste de
fecundagio, e os valores de CE50; 48h de 7,3 a 24,6 %, no teste de desenvolvimento embrio-
larval. '

Ja, CARR et al. (1996a), através da utilizagdo da triade da qualidade do sedimento,
composta de analises quimicas, testes de toxicidade e levantamento da fauna bent6nica,
realizados todos com as mesmas amostras de sedimehto, obtiveram associagdes
significativas entre os pardmetros quimicos, fisicos, biologicos e toxicologicos analisados em
sedimentos pfovenientes de diferentes origens. Essas associagSes possibilitaram a
classiﬁcag:ﬁo dos locais estudados em categorias de acordo com o grau de contaminagio e
degradagdo. De acordo com essa classificagdo, duas estagdes proximas as plataformas de
separagdo de agua de produgdio foram classificadas como contaminadas. Esse trabalho
confirmou a grande utilidade da triade da qualidade do sedimento, como uma ferramenta

indispensavel para a classificagdo do grau de contaminagio de sedimentos.

CARR et al. (1996b), em um trabalho posterior, como parte de um programa
multidisciplinar para avaliar o impacto crdnico gérado pelas atividades de exploragio e
produgdo de gas e petréleo em regides “offshore” no Golfo do Meéxico, obtiveram, através da
realizagdio de testes de toxicidade com agua intersticial utilizando trés diferentes espécies e
andlises quimicas da agua, uma excelente correlagdo entre os métodos de teste utilizados.
Através desses resultados foi possivel demonstrar que a contaminagdo no ambiente estaria

limitada as imediagdes das plataformas estudadas, em uma area néo superior a 150 m.

Diferentemente do trabalho de- CARR et al. (1996b) que teve como objetivo
principal avaliar a presenga de contaminagio cronica nos sedimentos pela descarga de agua
de produgdo efetuada ao longo de varios anos, STROMGREN et al. (1995) avaliaram os
efeitos agudos do descarte da agua de produgdo, de plataformas em alto mar na regido do
Mar do Norte, em relagdo a sua composi¢io quimica e dispersio. Nesse trabatho, os
resultados obtidos indicaram que a presenga de toxicidade aguda do efluente estaria limitada
as imediagdes do descarte e em distincias superiores a 2Km, os efeitos agudos seriam

despreziveis.

Em 1995 foi realizado na Noruega o segundo Simpdsio Internacional sobre 4gua de
produgdo (REED & JOHNSEN, 1996). Muitos trabalhos foram direcionados a determinagio

dos efeitos agudos do descarte da agua de produgdo no ambiente. Os dados gerados foram
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comparados com dados obtidos em estudos prévios realizados nos mesmos locais,
possibilitando a caracterizagdo dos ambientes atingidos quanto ao aumento, estabilizagdo e
diminui¢do dos niveis de contaminagdo. A conclusdo da reunifio foi de que a maioria dos
trabalhos sobre 4gua de produgdo ainda sdo direcionados para a determinagdo de efeitos de
curta duragfio através do uso de testes de toxicidade aguda. Foram feitas recomendages
quanto a um maior investimento em pesquisas direcionadas a obtengdo de informagdes sobre
os efeitos crénicos do descarte de agua de produgdo em ambientes de alta energia, como no

Mar do Norte e em outras partes do mundo.

Entre os diversos trabalhos apresentados no Simposio, alguns se destacaram pois
contribuiram com novos conhecimentos sobre a composigfio da dgua de produgdo e seus
efeitos sobre organismos marinhos. Através do estudo de PILLARD et al. (1996) foi possivel
conhecer o efeito do desequilibrio i6nico de sais essenciais, comum na agua de produgdo,
sobre trés organismos marinhos. Esse projeto de pesquisa teve a sua primeira fase
direcionada para a quantificagdo da toxicidade de sete ions sobre trés organismos de agua .
doce. Isto resultou no desenvolvimento de um programa de computador (PROGRAMA GRI-
IF'W STR™ ) capaz de estimar a toxicidade aguda d¢ um efluente, utilizando as
concentragdes de ions como variaveis de entrada (GULLEY et al., 1992). A segunda fase do
projeto, teve como objetivo principal determinar a toxicidade aguda da salinidade e de ions
especificos (K', Mg"™, Ca™, Sr'", SO4, HCOy, Br e B,0O;) sobre trés organismos marinhos
(Mysidopsis bahia, Cyprinodon variegatus e Menidia beryllina ), visando a aplicagdo do

programa anteriormente desenvolvido.

No trabalho de PILLARD et al. (1996) foram apresentados apenas os dados de
toxicidade obtidos para M. bahia, pois a pesquisa ainda nfio havia sido concluida. Quando
finalizada, essa pesquisa deverd ser muito util, pois o programa estatistico possibilitara
discriminar a toxicidade presente na agua de produgfo, como resultado de um desequilibrio

16nico ou decorrente de outras causas.

O trabalho de FLYNN et al. (1996), apresentado no mesmo Simpésio, contribuiu
com informagSes sobre os estudos recentes realizados com agua de produgéio no Mar do
Norte, onde foram abordados aspectos relativos a sua composicﬁo, toxicidade e destino no
ambiente. Esse trabalho faz parte de um amplo programa em desenvolvimento desde 1992
que envolve cinco campos de produgdo de petroleo e gas. Os resultados obtidos indicaram os

4cidos graxos volateis, como os principais componentes orginicos presentes na agua de
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produgdo dos campos estudados, em concentrages variando de 13 a 380 mg/L. Entre os
compostos organicos, os fendis apresentam uma forte correlagdo com a toxicidade aguda da
4dgua de produgdo. A foxicidade aguda da agua de produgdo proveniente de plataformas de
petréleo foi menor que a toxicidade de plataformas de gas, o que confirma os resultados
anteriormente obtidos por JACOBS et al. (1992). Em geral, os constituintes orginicos da
4gua de produgdo sdo rapidamente biodegradados sob condigGes laboratoriais e por fim,
modelos de dispersdo da pluma do efluente indicam que a diluig8o minima do efluente é

maior que 700 vezes numa distincia de até 500 metros da plataforma.

Seguindo a mesma linha do trabalho de PILLARD et al. (1996), DOUGLAS &
HORNE (1997) avaliaram os efeitos interativos dos ions Ca, Mg, K e Br e da salinidade na
sobrevivéncia de M. bahia em testes de toxicidade aguda com 96h de duragdo. Apds a
determinagdo da faixa de tolerancia da espécie aos diferentes ions, realizaram testes com
dgua de produgdo contendo naturalmente um excesso de calcio, em comparagdo aos niveis
normais da agua do mar. Apds terem ajustado a concentragdo de calcio para niveis normais,
obtiveram reduc;ﬁé da toxicidade do efluente comprovando que o desequilibrio idnico

presente na dgua de produgfio pode ser um dos fatores responsaveis pela sua toxicidade.

Estudos recentes ¢ ainda em desenvolvimento vém sendo realizados por NEFF &
SMITH (1998) em campos de petroleo e gis localizados na Indonésia. Esse estudo visa a
determinagdo da composi¢do quimica e dos efeitos ambientais do descarte de grandes
volumes de 4gua de produgdo (17,3 a 141 mithdes litros/ dia) no mar de Java. Os resultados
organicos (BTEX- 331 a 3638 mg/L, HAP-231 a 745 mg/L, fenois- 2490 a 6329 mg/L). A
toxicidade aguda da agua de produgéo para M. bahia variou de 18,4 a 34,8% e para Menidia
berylina, de 12,3 a 19,5%. Através de modelagem matemadtica estimou-se a diluigdo inicial
do efluente entre 12 a 100 vezes, dependendo da taxa de descarga e das condigdes

oceanograficas presentes.

Um estudo de avaliagdo de risco mostrou que a comunidade zooplanctdnica pode ser
adversamente afetada caso entre na pluma do efluente. No entanto, os autores levantam
davidas em relagfo as causas do efeito, que pode ter sido téxico ou mesmo um efeito fisico

da pluma.
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Os trabalhos apresentados na revisdo bibliografica cobrem um periodo de 12 anos e
mostram a evolugdo e o direcionamento das pesquisas sobre os efeitos da dgua de produgéio
no ambiente marinho. Em relagdo aos ambientes caracterizados como de baixa energia, as

pesquisas comprovam os efeitos adversos sobre a biota ocasionados pelo descarte agudo e

crénico de dgua de produgfio. Esses estudos resultaram na proibigéio do descarte de 4gua de

produgdo em regides estuarinas de todo Estados Unidos, com excegdo feita somente para o

campo de Cook Inlet no Alasca.

O impacto do descarte em regides de alto mar caracterizadas como ambientes de alta

~energia provavelmente ocorre nas proximidades das plataformas, mas alguns autores

recomendam a realizagdo de estudos mais abrangentes para estabelecer a intensidade desse

impacto sobre a comunidade zooplancténica.

A caracterizagdo quimica da agua de produgdo também apresenta deficiéncias
quanto aos métodos de andlise de alguns compostos rotineiramente utilizados para o

tratamento da 4gua injetada.

Pode-se concluir através da revisdo bibliografica efetuada que o impacto em regides
de alto mar estaria restrito as imediagSes das plataformas, mas ainda nfo estdo esclarecidos
os efeitos sobre os organismos presentes na coluna d’agua, como também os efeitos crénicos

das descargas.
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3.2 MATERIAL E METODOS
3.2.1 Efluente

A agua de produgdo utilizada no presente estudo foi proveniente, principalmente,

dos pogos de Bonito ¢ Bicudo, localizados na Bacia de Campos, Rio de Janeiro. Esse

efluente era transportado até o0 DTCS em S#o Sebastidio, SP (Figura 4), onde era
descarregado e estocado no parque de armazenamento em tanques com capacidade para
cerca de 60.000 m® ( VIEIRA, com. pes. 1996)’.

Atualmente, todo efluente do DTCS, composto preponderantemente de dgua de
produgfio e menores proporgSes de compostos provenienfes de drenagem de 4aguas
contaminadas das areas de tanques, valvulas ¢ bombas, estd sendo tratado através dos
processos de flotagdio e oxidagdo quimica antes de ser langado a 25 metros de

profundidade e a mais de um quildmetro da costa.
Coleta, armazenamento e transporte das amostras

No periodo de 16/04/1996 a 10/08/1998 foram realizadas 18 coletas de 4gua de
produgfo dos tanques de armazenamento do DTCS em S#o Sebastifio, sendo que seis das
18 amostras foram enviadas aos Estados Unidos. Na época do estudo, a estagdo de
tratamento ainda ndo havia sido construida e dessa forma o tratamento das amostras foi

simulado em laboratério.

Amostras foram coletadas de um tinico tanque ou em proporgdes iguais de cada

“tanque, quando mais de um estava sendo usado. Os volumes amostrados variaram de 2 a

30 litros.

"VIEIRA, N. (1996). (Dutos e Terminais do Centro Oeste e Sdo Paulo — DTCS, PETROBRAS, Sio
Sebastido, SP). Comunicagdo pessoal.
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As amostras eram homogeneizadas vagarosamente com uma colher de plastico €
aliqixotas, uma de 0,5 litro e outra de 8 litros foram se-paradﬁs para utilizagfio imediata no
laboratério da PETROBRAS. A primeira foi utilizada para as analises de sulfetos, fenois,
amonia, Oleos e graxas, cloretos e pH e a outra, para a simulagdo do processo de flotagdo.
Terminado este tratamento uma subamostra de 0,5 litro foi retirada para realizagdo das

mesmas andlises quimicas feitas com a amostra nio tratada.

®

Para o transporte até o laboratério as amostras homogeneizadas eram transferidas
para recipientes de polietileno completamente cheios, fechados e mantidos em isopor com

' gelo, 1a sendo mantidos em refrigerador a 4°C.

As trés primeiras amostras de efluente coletadas em abril, junho e julho de 1996 ndo
foram submetidas a simulagfo do tratamento. Essas amostras tiveram sua salinidade ajustada

através da adigdo de agua destilada ea seguir foram decantadas por 2h.

Seis amostras brutas de efluente, coletadas entre 22/10/1996 ¢ 18/04/1997, foram

enviadas aos Estados Unidos em frascos mantidos refrigerados com uma mistura de gelo-x, a

®

base de celulose vegetal, e de gelo séco, em menor propor¢do. No laboratério de Corpus

Chnisti, Texas, foram imediatamente transferidos para uma cdmara refrigerada a 5+1°C.
Simulacfio do tratamento e preparo da dgua de producio em laboratério

A simulagfo do tratamento das amostras consistiu de duas etapas: flotagdo ¢
tratamento quimico com peréxido de hidrogénio. A flotagdo foi feita imediatamente apds
a coleta 1o proprio laboratério da PETROBRAS e a oxidagéio quimica com per6xido de

hidrogénio foi realizada nos laboratérios de Corpus Christi no Texas e do Centro de

(‘\

Biologia Marinha — CEBIMar em Sdo Sebastifio, SP. Apés a simulagdo do tratamento, as
amostras tiveram sua salinidade ajustada através da adigdo de agua destilada e a seguir os
s6lidos em suspenséo foram separados através dos processos de decantagdo, no Brasil, ou

de centrifugacéo, nos Estados Unidos.

) Cada amostra coletada gerou trés outras que foram denominadas de:
Agua de produgfio 1 (AP1) - amostra bruta nfio submetida a tratamento

Agua de produgdo 2 (AP2) - amostra submetida ao tratamento com peroxido de

hidrogénio
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Agua de produgdo 3 (AP3) - amostra submetida a0 processo de flotagdo e a seguir, ao

tratarnento com perdxido de hidrogénio

Nos Estados Unidos, as amostras brutas e tratadas foram acondicionadas em
frascos de polietileno totalmente preenchidos e mantidos em camara refrigerada a 5°C
sem adigdo de preservativos até sua utilizagdo nos testes de toxicidade com o ourigo

Arbacia punctulata.

No Brasil, os frascos com amostras destinadas aos testes de toxicidade com
Vibrio fisheri (Sistema Microtox), Mysidopsis juniae e Lytechinus variegatus foram
totalmente preenchidos e mantidos em geladeira a 4°C sem adi¢do de preservativos,
enquanto as amostras destinadas as analises quimicas foram acondicionadas e preservadas
de acordo com os procedimentos recomendados para cada tipo de parimetro, descritos no
Guia vde Coletae Presérvac;ﬁo de Amostras de Agua (CETESB, 1988).

As amostras destinadas ao teste MICROTOX® e analises quimicas foram
acondicionadas em caixas de isopor com gelo € encaminhadas aos laboratérios da

CETESB e TCA, no dia seguinte apés a coleta e tratamento.

Descrigdo das etapas do tratamento das amostras de 4gua de produgdo:
I- Flotacéo »
A simulagio do processo de flotagdo por meio de ar induzido foi feita de acordo

com as recomendagdes da PETROBRAS (FILHO, com. pes. 1996)%.

A simulagdo do prdcesso de flotagdo ndo foi realizada com todas as amostras
coletadas. A simulagio da flotagio foi realizada com a Gltima amostra enviada aos
Estados Unidos (amostra de abril de 1997) e com as amostras coletadas em

Agosto/Outubro de 1997 e Fevereiro/Abril de 1998.

*FILHO, J. S. '(1996). (Coordenadoria de Qualidade, Seguranga Industrial e Meio Ambiente-
COSEMA/DTCS/PETROBRAS, SP). Comunicagdo pessoal.
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Imediatamente ap6s a coleta a amostra foi homogeneizada-e uma aliquota de 8
litros foi retirada para o tratamento pelo processo de flotagio. Essa aliquota foi transferida
para um frasco plastico de boca larga com capacidade para um volume de 10L e com uma
abertura na parte inferior para o recolhimento da amostra. Trés pedras porosas foram
colocadas na base do frasco e apos 15 minutos de aeragfo, o sistema foi desligado e
procedeu-se a coleta de todo o liquido abaixo da superficie, tomando-se o cuidado de
fechar o sistema para néo ocorrer a mistura do 6leo da camada superficial com o liquido

da coluna .

Logo a seguir, foi feita uma subamostragem para a analise da concentragdo de
sulfeto, e o restante foi acondicionado em um frasco pldstico de polietileno mantido sob
gelo até ser encaminhado ao laboratério do CEBIMar e ser tratado com perdxido de

hidrogénio.

IT- Oxidagdo quimica com peréxido de hidrogénio
A simulagio do tratamento com perdxido de hidrogénio foi feita segundo
AMBIENTAL (1991) ¢ FILHO (com. pes. 1996)%.

A simulagdo da oxidagdo quimica foi feita com as amostras coletadas em Outubro de
1996, Janeiro/ Fevereiro/ Margo/ Abril/ Agosto/ Outubro de 1997 e Fevereiro/ Abril de 1998.

O tratamento das amostras de Outubro de 1996 e Janeiro/ Fevereiro/ Margo/ Abril
de 1997 foi feito no laboratério de Ecotoxicologia Marinha em Corpus Christi, Texas.
Duas shhulag:ﬁes do tratamento cbm peroéxido de hidrogénio foram realizadas com a
amostra de Outubro de 1996, antes de se dar inicio aos testes de toxicidade, visando-se
estabelecer os procedimentos para o tratamento e quantificar sua eficiéncia na remogéio de

sulfeto ¢ fenol .

As amostras de Agosto/ Outubro de 1997 e Fevereiro/ Abril de 1998 foram tratadas
no laboratério do CEBIMar em Sdo Sebastidio, SP.

8FILHO 1. S. (1996). (Coordenadona de Qualidade, Seguranca Industrial e Meio Ambiente-

COSEMA/DTCS/PETROBRAS, SP). Comumcagao pessoal
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As simulag3es do tratamento com perdxido foram feitas com uma amostra bruta e
outra ja tratada pelo processo de flotagdo. Os materiais e equipamentos utilizados no
tratamento foram dois balbes volumétricos com capacidade para 3 ou 6 litros de amostra, um
agitador magnético, dois imas, um medidor e eletrodo de pH, duas pipetas automaticas com
capacidade para 100l e 5000pl, duas pipetas graduadas de 10 ml, um “timer”, perdxido de
hidrogénio a 50%, acido sulfiirico a 98% e hidréxido de sodio a 50%.

A simulagdo do tratamento do efluente foi feita a uma temperatura entre 19 a 24 °C.
A oxidagdo de sulfetos foi feita,  em meio levemente acido ou neutro (pH entre 6,3 a 7,0),
apés a adigdo de uma quantidade de peroxido de hidrogénio determinada previamente,
através de calculo estequiométrico baseado na concentragdo de sulfeto da amostra. A
duraciio da etapa para oxidagiio de sulfetos foi de aproximadamente 20 minutos, durante a
qual a amostra foi mantida sob agitacﬁo constante. A seguir e sem interrupcdo da agitagio, a
amostra foi acidificada pela adigéo de acido sulfurico, € apds aproximadamente 5 minutos
foi feita a oxidagdo de fendis em meio 4acido (pH entre 2,1a 4,3) pela adigdo de 20% do valor
do peroxido utilizado na oxidagdo de sulfetos. Apos 20 minutos de agitagiio, hidroxido de
sodio foi adicionadb a amostra para o ajuste pH que pexméneceu entre 6,4 a 8,4. Apds

aproximadamente S minutos o processo de tratamento foi encerrado.

As amostras bruta e tratada por flotagdo foram continuamente agitadas durante todo
o processo. A verificagfio do pH apds a adigéo do acido e da base foi feita, com o sistema em

funcionamento, utilizando-se um eletrodo de pH.

As etapas do tratamento com peréxido de hidrogénio consistiram em:

1- _Anglise da concentracdo de sulfeto (S*)

Nos Estados Unidos, a concentragio de sulfeto da amostra de efluente foi médida através
de um eletrodo especifico da Marca ORION e no Brasil através de um “kit” colorimétrico
da Marca Merck.

2- Oxidacéo de sulfetos

Apés a determinagdo da concentragdo de suifeto (g/L), o volume de peroxido de
hidrogénio (pl) a ser adiciona&o ao efluente foi calculado segundo as recomendagbes de
FILHO (com. pes. 1996)%. Para cada 32g de S ° sio consumidos 34g de H,0, em
proporg¢do estequiométrica, como € mostrado na reagdo seguinte:

S + H,0, — S (enxofre coloidal) + 20H"
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Para uma concentragfo hipotética de sulfeto de 0,012g/L sera necessario um volume de
25,5 ul de H;0,, obtido através dos calculos abaixo:

N°de moles de sulfeto = 0,012/32 = 0,000375 e,

Massa de H,O, (100% W/W) = 0,000375 x34 = 0,01275¢g

Massa de H,0; (50% W/W) =0,01275 x 2 = 0,0255 g ou 25,5 yl

- O peroxido de hidrogénio foi adicionado e a amostra foi agitada (40 r.p.m) durante vinte

minutos. »
3- Acidificagdo até¢ pH 3.5-4.0

A amostra £oi acidificada com écido sulfurico (H;SO4 98%) até atingir o pH entre 3,5 ¢

© 4,0 e foi agitada (40 r.p.m) por cinco minutos. Em algumas amostras, os valores de pH

obtidos foram menores ou maiores que o limite recomendado.

4- Oxidacio de fendis

A oxidagﬁode fenois foi feita adicionando-se um volume de peréxido equivalente a 20%
do peroxido utilizado na oxidagdo de sulfetos. A seguir, a amostra foi agitada (60 r.p.m.)

durante vinte minutos.

5- Neutralizacio até pH 6.0-7.0

A amostra foi neutralizada com hidréxido de sédio (NaOH 50%) até atingir o pH entre
6,0 e 7,0 e foi agitada (60 r.p.m) por cinco minutos. Em algumas amostras, os valores de

pH obtidos ultrapassaram o limite de 7,0 UpH.

ITI- Ajuste de salinidade
7 Apés o término do tratamento com perdxido de hidrogénio, a salinidade das
amostras do efluente, que variaram de 59 a 120%o, foram ajustadas até 30 e 34%o com

agua destilada nas amostras utilizadas nos Estados Unidos e no Brasil, respectivamente.

O volume de agua destilada adicionado foi calculado de acordo com a férmula

abaixo:

Sam . Vf
Vd = Vf— (~-omeeeeeeeen)
Se

Onde: Vd = volume de agua destilada a ser adicionado;
Vf =volume final desejado;

Sam = salinidade da 4gua do mar;

Se = salinidade do efluente.
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IV- Separaciio dos sélidos em suspensido

Centrifugacio

Nos Estados Unidos, apos o ajuste da salinidade, as amostras foram centrifugadas
durante 40 minutos a 2.000X g para separagdo dos soélidos em suspensio e

acondicionadas em frascos e mantidas refrigeradas a 5+1°C.

Decantacio

No Brasil, apés o ajuste da salinidade, as amostras foram decantadas durante 2
horas ¢ acondicionadas em frascos e mantidas refrigeradas a 4+1°C.

A seguir é apresentado o fluxograma referente ao tratamento do efluente e

preparo das amostras.
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FLUXOGRAMA DE TRATAMENTO E PREPARO DA AGUA DE
PRODUCAO COLETADA NO DTCS, PETROBRAS EM SAO SEBASTIAO, SP.

Tratamento ¢

Tratamento
perel

Centrifugagéo ou
Decantago

Refrigerar Preservar Preservar
até e i até €
fraciona- refrigerar fraciona- refrigerar
mentos e até mentos e até
testes andlises testes analises
toxicidade quimicas toxicidade quimicas

AP1- amostra bruta ndo submetida a tratamento
AP2- amostra submetida ao tratamento com peréxido de hidrogénio
AP3- amostra submetida ao tratamento completo: flotagdo seguida de oxidacio quimica com

peroéxido de hidrogénio
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3.2.2 Testes de toxicidade

|
Coleta e manutenc¢io dos organismos-teste

Mysidopsis juniae

Os misidéceos foram coletados na regidio infralitoral da praia do Segredo na

"margem continental do Canal de:Sdo Sebastido (latitudes 23° 41°S e 23° 53°5”S e

longitudes 45° 19°W e 45° 30°W) a uma profundidade de 0,5 a 1,0 metro através do
arrasto manual de um puga com 30 cm de didmetro e abertura de matha de 500pm (Figura
5). Imediatamente apos a coleta, os organismos foram transferidos para o laboratério e as
fémeas com marsupio desenvolvido foram separadas (Figura 6). As fémeas foram
transferidas, com o auxilio de uma pipeta “Pasteur” de boca larga, para uma rede com
abertura de malha de aproximadamente 1 mm (saco de filo) colocada em um cristalizador

com 5 litros de agua do mar filtrada e aeragdo. Apos a separagdo das fémeas, elas foram

-alimentadas “ad libitum” com nduplios de 4rfemia sp recém eclodidos.

No dia seguinte, apds o nascimento dos filhotes que ocorria durante a noite,
retirava-se o saco de filé com as fémeas e apds o sifonamento de % da 4gua iniciava-se a

contagem e transferéncia dos filthotes para um outro cristalizador. Os filhotes foram

mantidos com aeragdo suave e alimentados “ad libitum” com nduplios de Artemia recém

eclodidos durante trés a quatro dias, quando entdo foram utilizados nos testes de

toxicidade.

Os organismos foram mantidos em 4gua do mar filtrada com salinidade de

33+1%o em uma sala com temperatura de 24+1°C e fotoperiodo natural..

Nos meses de abril e junho de 1996, os jovens recém nascidos foram
transportados até Séo Paulo, em recipientes de plistico com 4gua do mar filtrada e
aeragdo, para realizagio dos testes no laboratério de Fisioecologia de Crustaceos. Em
julho de 1996, jovens com dois dias de idade foram comprados da CETESB, que mantém
um cultivo em seu laboratdrio, para a realizagiio dos testes em Sfo Paulo. Em agosto e
outubro de 1997, os testes foram realizados no CEBIMar, em Sio _Sebastiﬁo, com jovens

nascidos de fémeas coletadas em campo.
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Lytechinus variegatus

Aproximadamente trinta a quarenta ourigos da espécie L. variegartus (Figura 7)
foram coletados pelos técnicos do CEBIMar através de mergutho livre, no interior do
canal de S&o Sebastiéo, nas proximidades do CEBIMar, antes da realizagdo de cada série

de testes de toxicidade.

Os organismos foram mantidos em tanques com 4agua do mar corrente e
alimentados com a alga Ulva sp até sua utilizagfo nos testes realizados em Séo Sebastido,

a temperatura de 23 + 2° C, salinidade de 32+1%o e fotoperiodo natural, ou foram

47

mantidos em aquarios com capacidade para 100 e 80 litros de agua e alimentados com ’

alface, quando os testes foram realizados no laboratério de Fisioecologia de Crusticeos
do Departamento de Fisiologia do Instituto. de Biociéncias da USP. A temperatura foi
mantida a 25+1°C, a salinidade a 33+1%o e o fotoperiodo foi de 12 h luz/ 12 h escuro.

Arbacia punctulata

Os ourigos da espécie 4. punctulata foram obtidos de uma fonte comercial e
assim que chegaram ao laboratério de Port Aransas, Texas; a identificagdo dos machose
femeas foi feita através da aplicagdo de estimulos elétricos, com uma voltagem de 12 V
que possibilitou a liberagfo dos gametas, esbranquigados nos machos e violeta nas fémeas
(Figura 8). Machos e fémeas adultos foram mantidos separadamente em aquarios com
sistemas de recirculagio da 4gua e ajuste automético de temperatura. A dieta era
constituida de folhas de alface fornecidas 2 a 3 vezes por semana, ocasido na qual
também era feita a limpeza dos aquarios através do sifonamento dos detritos acumulados

e lavagem ou troca das fibras de vidro e esponjas dos filtros (Figura 9).

A temperatura dos tanques foi mantida a 15£1°C quando nfo havia necessidade
dos gametas, ¢ foi aumentada gradualmente até 19+1°C uma semana antes da coleta dos
gametas para os testes de toxicidade. O fotoperiodo foi de 16 horas de luz e a salinidade
de 30+1%o. Os parimetros de qualidade da agua, salinidade, pH e oxigénio dissolvido

foram monitorados uma vez por semana.
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Metodologia dos Testes de Toxicidade

Sistema MICROTOX®

O Sistema Microtox® é um equipamento que permite a realizagio de testes de

toxicidade aguda, com base na inibigdo metabdlica da bactéria marinha Vibrio

fisheri,anteriormente denominada Photobacterium phosphoreum. Esse teste avalia a

toxicidade por meio das medidas da quantidade de luz emitida e da luz perdida pelas
bactérias apds a exposig¢do ao agente toxico. O chamado Sistema Microtox é constituido
de um fotdmetro especifico acompanhado das cubetas para leitura, das bactérias
liofilizadas e dos trés reagentes basicos: agua de reconstituigdo, diluente e solugdo de

ajuste osmotico.

Os testes com as amostras de agua de produgdo coletadas em abril/ junho de
1996, agosto/ outubro de 1997 e fevereiro/ abril de 1998 foram realizados no Laboratério
de Microbiologia da Divisdo de Microbiologia Ambiental da CETESB e os testes com as
amostras de maio/ agosto de 1998 foram realizados no Laboratério de Ensaios Biologicos
Ambientais do Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares, IPEN. Os testes foram
realizados de acordo com a metodologia padronizada e descrita na Norma CETESB
1.5.227 (CETESB, 1987), a temperatura de 15°C, sendo referidos somente os resultados

de CES50 com 15 minutos de tempo de exposigdo.

Para a reéliza‘;ﬁo do teste, 10ul de uma suspensdo bacteriana contendo 10°
células/ ml de solugdo de reconstituigdo (dgua altamente pun'ﬁcadé) foram transferidos
para cinco cubetas contendo 0,5 ml de uma soluggo de diluente e cloreto de sddio a 2%. A
seguir foi feita a medida da quantidade de luz inicialmente emitida pelas bactérias nas
cinco cubetas. Apds essa primeira leitura, um nimero minimo de 4 diluigdes seriadas da
amostra de agua de produgdo foram preparadas e 0,5 ml de cada uma das diluigdes foram
transferidos para as cubetas. A primeira cubeta permaneceu como o controle do teste,
sendo adicionados somente os 0,5 ml do diluente e ndo a dgua de produgdo. Apés 15
minutos foi realizada a segunda medida da quantidade de luz emitida nas cubetas ja

contendo as amostras de agua de produgio.

A quantidade de luz perdida por cubeta foi proporcional as concentragSes da
amostra submetidas ao teste. A perda de luz foi expressa como valor gama, que ¢ definido

como a razio entre a luz perdida e a luz remanescente.
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A determinagdo da CE50 foi feita graficamente, plotando-se em papel dilog, a

concentragfo da amostra versus o valor do efeito gama. A CES50 é a concentragio da

amostra que corresponde ao valor de gama igual a 1.

Paralelamente a cada teste com efluente foi realizado um teste com uma
substincia de referéncia para verificar a sensibilidade do lote de organismos utilizados.
Nos testes com as amostras de 4gua de produgéo coletadas em Abﬁl e Junho de 1996, as
substdncias de referéncia utilizadas foram o sulfato de zinco e o dimetil sulfoxido
(DMSO), enquanto o sulfato de cobre pentahidratado (CuSO,;.5H,0) foi utilizado em

paralelo aos outros testes.

Teste com Mpysidopsis juniae

O teste estatico de toxicidade aguda com o crustiaceo Mysidopsis juniae consiste
na exposig¢do de misidaceos jovens durante 96 horas a diferentes concentragdes do agente
toxico onde o efeito observado € a mortalidade. Os testes foram realizados de acordo com
a Norma CETESB 15.251, modificada em relagio ao volume de solugdo utilizada-
(CETESB, 1992b).

Os testes foram realizados em frascos de vidro de 150 ml com 100 ml de amostra
e trés réplicas por concentragdo. As concentragdes teste foram preparadas em escala
logaritmica a partir da soiuc;ﬁo estoque do efluente e da substincia de referéncia. A agua
do mar utilizada nos controles € como diluente foi filtrada através de cartuchos
sequenciais de celulose com poros de 25 e 2 um para a retirada de material parﬁculaﬂo.
Apos a randomizagdo dos organismos, dez misidaceos com trés dias de idade foram
transferidos para os frascos-teste. Diariamente, os frascos foram observados para

contagem dos organismos vivos, retirada dos mortos e fornecimento de 300 nauplios de

Artemia sp, como alimento, por frasco teste. Completadas as 96 h, os organismos

sobreviventes foram contados e o teste foi encerrado. Os testes foram conduzidos a
temperatura de 24+1°C, salinidade de 33+1%o e fotopericdo natural. Medidas de

salinidade, pH e oxigénio dissolvido foram feitas no inicio e final de cada teste.

Os resultados foram expressos em valores de CL50; 96h que é a concentragdo

que causa um efeito letal a 50% dos organismos apds 96h de exposigdo ao agente toxico.
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Paralelamente a cada teste ¢om efluente foi realizado um teste de toxicidade
utilizando-se o sulfato de zinco heptahidratado (ZnSO4.7H20),' como substincia de

referéncia para verificar a sensibilidade do lote de organismos utilizados.

Teste de fecundac¢do com Lytechinus variegatus

O teste cronico de curta duragfo (80 minutos) com gametas do ourigo Lytechinus
variegatus consiste na exposigdo de espermatozoides durante 60 minutos a diferentes
concentragdes do agente toxico, seguida da adigdo e exposigdo dos 6vulos durante 20
minutos e encerramento do teste. O teste avalia um efeito subletal agudo onde §é

observada a capacidade de fecundagdo dos dvulos pelos espermatozoides

Os testes foram realizados de acordo com a metodologia descrita em NIPPER et
al. (1993b) e ZAMBONI (1993), modificada em relagfio ao tipo de frasco teste utilizado e

numero de 6vulos adicionados.

Os testes foram realizados em frascos de vidro de 10 ml com 5 ml de amostra e
quatro réplicas por concentragéo. As concentragdes teste foram preparadas através de
diluig¢des ’seriadaél (fétor 2 de diluigdo ou dividido por 2) feitas a partir das maiores
concentragdes das amostras (solugSes estoque do efluente e da substéncia de referéncia),
utilizando-se agua do mar filtrada como diluente. A 4gua do mar utilizada nos controles e

como diluente foi filtrada através de cartuchos sequenciais de celulose com poros de 25

2 pm,

ApOs o preparo da sdlugﬁo espermatica diluida 50 vezes, 100 pl dessa solugfo
foram adicionados aos frascos teste e apds 60 minutos de incubagfo, um volume méximo
de 100ul contendo 2000 évulos foram adicionados ¢ incubados por mais 20 minutos. Para
o calculo de um volume maximo de 100ul contendo 2000 ovulos, preparou-se uma
solugdo de évulés diluida 100 vezes (1 ml da solugfio inicial de dvulos em 99 ml de dgua
do mar filtrada) e contou-se o nimero de évulos de trés subamostras de 1 ml dessa
solugdo diluida. A contagem foi feita a0 microscopio utilizando-se uma cimara de
Sedgwick-Rafter. O valor médio obtido apés as trés dontagens foi extrapolado para a
concentragdo de 6vulos/ml da solugdo inicial, através de uma regra de trés. O teste foi
encerrado apés 80 minutos, através da transferéncia das amostras teste para frascos de
pléstico (tubos de filme) contendo 0,5 ml de formalina 10% tamponada. Todos os testes
foram conduzidos & temperatura de 24+1°C, salinidade de 33+1%o ¢ fotoperiodo de 12
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horas de luz. Medidas de salinidade, pH e oxigénio dissolvido foram feitas no inicio e
final de cada teste.

Paralelamenté a cada teste com efluente foi realizado um teste de toxicidade
utilizando-se o sulfato de zinco heptahidratado (ZnSO;.7H;0), como substincia de

referéncia para verificar a sensibilidade do lote de organismos utilizados.

A leitura das amostras-teste foi feita ao >microsc()pio sob um .aumento de 100
vezes utilizando-se uma cimara de Sedgwick-Rafter. Uma ou mais subamostras por
réplica foram contadas até a obtengfio de um valor total de 100 ovulos fecundados (ovos)

¢ ndo fecundados.

Os 6vulos foram considerados fecundados quando apresentaram uma membrana
de fecundagio, podendo ser ela parcial ou ao redor de todo o dvulo (Figuras 10ab). Os
resultados dos. testes foram expressos em valores de CE50; 80 minutos (concentragdo
efetiva que causa um efeito deletério a 50% dos organismos testados), CISO
(concentragdio de iﬁibic;ﬁo de 50% do efeito bioldgico observado), CI25 (concentragfio de
inibi¢do de 25% do efeito bioldgico observado) e CENO (maior concentragdo. testada

onde nfo foi observado um efeito significativamente diferente do controle).

Teste de fecundag¢io com Arbacia punctulata

O teste cronico de curta duragio (60 minutos) com gmnetas do oun'g"o A
punctulata consiste na exposig:ﬁo‘ de espermatozoéides durante 30 minutos a diferentes
concentragdes do agente toxico, seguida da adigio e exposigdo dos 6vulos durante 30
minutos e enceframento do teste. O teste avalia um efeito subletal agudo onde é

observada a capacidade de fecundagdo dos 6vulos pelbs espermatozdides.

Os testes foram realizados de acordo com a metodologia descrita em CARR &

' CHAPMAN (1992) e CARR (1993).

Os testes foram realizados em frascos de cintilagdo de vidro descartaveis com 5
m! de amostra e cinco réplicas por éoncentra(;ﬁo. As concentragdes teste foram preparadas
a partir das solugdes estoque do efluente e da substancia de referéncia através de diluicdes
seriadas, utilizando-se agua do mar como diluente,. A agua do mar utilizadé como

controle e dgua de diluigdo foi filtrada através de filtro millipore com 0,45 pm
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Antes de cada teste com é agua de produgio e a substéncia de referéncia, pré-
testes eram realizados paira a selegdio de gametas com qualidade e a determinagio de uma
diluigdo de esperma, a ser utilizada no teste definitivo, que fosse responsavel por uma
taxa de fertilizagdio entre 60 a 90%. No pré-teste os gametas de machos e fémeas eram
coletados e mantidos separados para que pudessem ser feitas diferentes combinagdes de
seus gametas e varias diluigdes de esperma. Geralmente o pré-teste era feito utilizando-se
gametas de dois machos e duas fémeas, combinados separadalnente, cinco
concentragbes de esperma e duas réplicas por concentragfio. As diluigdes utilizadas eram
der 1:1250, ‘1:2500, 1:5000, 1:7500 e 1:10000. A combinagdo de macho/fémea em uma
diluigdo de esperma que resultasse em uma taxa de fertilizagdo entre 60 a 90% era

escolhida para o teste definitivo.

Uma nova solug8o espermatica com a concentragdo determinada no pré-teste era
preparada utilizando-se o esperma ndo diluido ehguardado sob gelo, do macho escolhido.
Apos o preparo da solugdo espermatica na diluigdo determinada no pré-teste, 50 pl dessa
solugdo foram adicionados aos frascos teste e apos 30 minutos de incubaggo, 200 ul da
solugéio de 6vulos, da fémea selecionada no pré-teste, foram adicionados e fncubados por
mais 30 minutos. O teste foi encerrado apés 60 minutos através da adigdo de 0,5 ml de
formalina 10% tamponada diretamente em cada frasco. Todos os testesr foram conduzidos

a temperatura de 20+1°C, salinidade de 30+1%, e fotoperiodo de 16 horas de luz.

Medidas de salinidade, pH e oxigénio dissolvido foram feitas no inicio e final de

cada teste.

Paralelamente a cada teste com efluente foi realizado um teste de toxicidade
utilizando-se o dodecil sulfato de sédio (DSS) como substincia de referéncia para

verificar a sensibilidade do lote de organismos utilizados.

A leitura das amostras-teste foi feita a0 microscopio sob um aumento de 100
vezes utilizando-se uma cidmara de Sedgwick-Rafter. Uma ou mais subamostras por
réplica foram contadas até a obtengéo de um valor total de 100 évulos fecundados (ovos)

¢ ndo fecundados.

Os 6vulos foram considerados fecundados quando apresentavam uma membrana

de fecundagiio, podendo ser ela parcial ou ao redor de todo o évulo ( Figura 11). Os
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resultados dos testesv foram expressos em valores de CE50; 60 minutos, CIS0, CI25 e
CENO.

Teste de desenvolvimento embrionario com L. variegatus

53

O teste cronico de curta duragdo de desenvolvimento embrionario com o ourigo

L. variegatus consiste na exposigdo de ovos fecundados a diferentes concentragdes do
agente toxico durante um periodo de 24 a 28 horas onde o efeito observado ¢ o
retardamento do desenvolvimento embrionério ou a presenga de anomalias em relagdo ao

controle.

Os testes foram realizados de acordo com a metodologia descrita na Norma
CETESB L5.250 (CETESB, 1992a), modificada em relagfio ao volume de ‘solugfio teste

utilizado.

Os testes foram realizados em frascos de vidro de 10 ml com 5 ml de amostra e
quatro réplicas por concentragdio. As concentragdes teste foram preparadas a partir das
solugdes estoque do efluente e da substéncia de referéncia através de dilui¢es seriadas,
utilizando-se dgua do mar como diluente. A 4gua do mar utilizada como controle e agua

de diluigfio foi filtrada através de cartuchos sequenciais de celulose com poros de 25 e 2

pm.

Apbds o preparo da solugdo espermatica diluida 50 vezes, 2 ml dessa solugio
foram adicionados a um béquer contendo 600 ml de uma solugfio de évulos. Decorridos
10 minutos a solugéo contendo os ovos foi diluida 100 vezes através da adigdo de 1 ml da
solugdo em - 99 ml de agua de diluigdo. Essa solugdo diluida foi sub-amostrada trés vezes
para a determinagfio do nimero médio de ovos e célculo do volume da solugfio conténdo

300 ovos. A quantidade da soluggio contendo 300 ovos foi adicionada a cada frasco-teste.

Quinze minutos antes da 24° hora um frasco controle foi observado para
verificagiio do cstagio de descavolvimento de 100 organismos ¢ cssc procedimento foi

repetido a cada hora, por no maximo 28 horas.

O teste foi encerrado quando no minimo 80% dos embrides nos controles
houvessem atingido o estigio larval de pluteus no periodo entre 24 e 28 horas

dependendo da velocidade dos organismos para atingir esse estagio de desenvolvimento.
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Desse modo, nos diferentes testes realizados o periodo de duragdo de cada teste variou

entre 24' e 28 horas, quando entfio as amostras-teste foram_ transferidas para frascos de
plastico (tubos de filme) contendo 0,5 ml de formalina 10% tamponada. Todos os testes
foram conduzidos a temperatura de 24+1°C, salinidade de 33+1%o ¢ fotoperiodo de 12
horas de luz. Medidas de salinidade, pH e oxigénic dissolvido foram feitas no inicio e

final de cada teste.

Paralelamente a cada teste .com efluente foi realizado um teste de toxicidade
utilizando-se o sulfato de zinco heptahidratado (ZnSO,.7H,0) como substincia de

referéncia para verificar a sensibilidade do lote de organismos utilizados.

A leitura dos testes foi feita ao microscopio sob um aumento de 100 vezes
utilizando-se uma cdmara de Sedgwick-Rafter. Uma ou mais sub-amostras por réplica

foram contadas até a obten¢do de um valor total de 100 organismos.

A leitura dos testes foi feita considerando-se desenvolvidos todos os embrides no
estagio de larva pluteus e, ndo desenvolvidos, todos os estigios anteriores e aqueles que
apresentavam deformag6es ( Figuras 12a, b). Os resultados dos testes foram expressos em
valores de CES0; 24-28 horas, CI50, CI25 e CENO.

Teste de desenvolvimento embrionario com Arbacia punctulata

O teste cronico de curta duragdo de desenvolvimento embrionario com o ourigo

Arbacia punctulata consiste na exposigdo de ovos fecundados a diferentes concentragdes

do agente téxico durante um periodo de 48 horas onde o efeito observado é o
retardamento do desenvolvimento embrionério ou a presen¢a de anomalias em relago ao
controle.

Os testes foram realizados de acordo com a metodologia descrita em CARR &
CHAPMAN (1992) e CARR (1993).

Os testes foram realizados em frascos de cintilagdo de vidro descartaveis com 5

ml de amostra e cinco réplicas por concentragdo. As concentragdes teste foram preparadas

a partir das solugdes estoque do efluente e da substancia de referéncia através de diluigdes

seriadas, utilizando-se 4gua do mar como diluente. A 4gua do mar, utilizada como

controle e 4dgua de diluig8o, foi filtrada através de filtro millipore com 0,45 pm.
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Apbs o preparo da solugdo de dvulos, 2 ml de uma solugdo de penicilina foram
adicionados a 100 m! da solugiio de 6vulos cinco minutos antes do inicio do teste. A
penicilina foi adicionada para evitar o crescimento de bactérias que podem ocasionar a
desintegragdo dos embrides antes do término do teste. A seguir, 200 pl da solugdo de
6vulos com penicilina foram adicionados aos frascos-teste ¢ imediatamente ap6s, 50 pl de
uma solugéo de esperma, com coxicentraqﬁo determinada no pré-teste, foram adicionados.
(@) teste foi encerrado apds 48 horas através da adigdo de 0,5 ml de formalina 10%
tamponada diretamente em cada frasco. Todos os testes foram conduzidos & temperatura
de 20+1°C, salinidade de 30+1%o0 ¢ fotoperiodo de 16 horas de luz. Medidas de

salinidade, pH e oxigénio dissolvido foram feitas no inicio e final de cada teste.

Paralelamente a cada teste com efluente foi realizado um teste de toxicidade
utilizando-se o dodecil sulfato de sédio (DSS) como substincia de referéncia para

verificar a sensibilidade do lote de organismos utilizados.

A leitura dos testes foi feita ao microscopio sob um aumento de 100 vezes
utilizando-se uma camara de Sedgwick-Rafter. Uma ou mats sub-amostras por réplica

foram contadas até a obtengdo de um valor total de 100 organismos.

A leitura dos testes foi feita considerando-se desenvolvidos todos os embrides no
estigio de larva pluteus ¢, nio desenvolvidos, todos os estigios anteriores e aqueles que
apresentavam deformagdes ( Figura 13). Os resultados dos testes foram €Xpressos em
valores de CESO0; 48 horas, CI50, CI25 e CENO.

Critérios de aceitabilidade dos testes

Para a aceitabilidade dos resultados dos testes sdo exigidos critérios minimos

sobrevivéncia, fecundidade e larvas desenvolvidas nos controles de cada teste. Os critérios

adotados foram de acordo com os autores que descreveram os métodos de teste.

55
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‘Foram considerados como aceitdveis os valores minimos de 80% de sobrevivéncia

no teste com M. juniae, 70% de fecundagdo e 80% de larvas no estigio pluteus nos testes

com A punctulata foi considerado aceitdvel um valor minimo de 80% de fecundagdo e

larvas pluteus nos controles de ambos os testes.

de

fecundagdo e desenvolvimento embrio-larval com L. variegatus, respectivamente. Nos testes
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- Os parametros de qualidade da 4gua de cada teste também foram considerados como
um dos critérios para a aceitabilidade dos resultados dos testes. Os limites estabelecidos para
cada parametro foram de 24:L-1°C para a temperatura, minimo de 5,0 mg/L para o oxigénio
diésolvido (WEBER et al, 1988) e de 7,1 a 8,28 para o pH (CETESB, 1980) nos testes

realizados no Brasil.

Nos Estados Unidos esses limites foram de 20+1°C para a temperatura, minimo de

5,0 mg/L de oxigénio dissolvido e entre 7,2 a 8,6 para o pH.
Preparo das solugdes utilizadas

No Brasil, a maior concentragdo do efluente (solugdo estoque) foi obtida apés
diluigdo com agua destilada até atingir a salinidade de 34%o. A 4gua de diluigfo utilizada na
manutengio dos organismos, controle e preparo das solugdes-teste foi 4gua do mar captada
na Ponta do Jaroba (extremidade norte da Praia do Segredo no CEBIMar-USP) que é
armazenada em caixas d’ﬁgua e filtrada através de filtros seqﬁenciais de celulose com poros

de 25e2um.

Nos Estados Unidos, a maior concentragio do efluente (solugdio estoque) foi obtida
apos dihiicﬁo com dgua destilada até atingir a salinidade de 36%0. A dgua de diluigdo |
utilizada como controle e no preparo das solugdes-teste foi 4gua do mar filtrada (AMF)
através de filtro “millipore” de 0,45um. A dgua de diluigéo foi filtrada e mantida sob aeragéo

um dia antes da realizagfo dos testes de toxicidade.

As solugbes-teste de 4gua de produgdo e substincias de referéncia utilizadas nos
testes de fecundagfio e desenvolvimento embriondrio foram preparadas diretamente nos
frascos-teste através de diluigGes seriadas das maiores concentragdes do efluente e substincia

de referéncia.

Apbs a distribuigdo e marcagfo dos frascos-teste, 5 ml da agua de diluigdo foram
adicionados em todos os frascos, com exce¢iio do primeiro, onde foram colocados 10 ml da
solugdo estoque do efluente. A seguir, com o auxilio de uma pipeta automatica, 5 ml da

solugdo estoque foram transferidos para o frasco contendo 5 ml de agua de diluigdo. Apos
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terem sido misturados, 5 ml dessa segunda solugio foram transferidos para o proximo frasco

e assim consecutivamente,

As solugdes-teste de agua de produgdo e zinco utilizadas nos testes com misidaceos
e em alguns testes de fecundag@io e desenvolvimento embrio-larval foram preparadas em
baldes volumétricos a partir de uma solugdo estoque. As concentragdes teste foram
determinadas com base em uma escala logaritmica e o célculo dos volumes de efluente ¢
agua de diluigdo (AMF) a serem adicionados para cada concentragio foi feito utilizando-se a
férmula: | v

C1Vl =C2V2 onde:

C1 = concentragdo da solugfio estoque

V1 = volume da solugdo estoque a ser adicionado

C2 = concentragio desejada

V2 = volume desejado

Nos testes de fecundagéo e desenvolvimento embrio-larval com L. variegatus
realizados com as amostras de efluente coletadas em abril/ junho e julho de 1996 foram
utilizadas concentragles-teste de zinco de 0,034; 0,076; 0,15 e 0,22 mg Zn/L. preparadas a

partir de uma solugdo-estoque com 10 mg Zn/L. de agua do mar, que por sua vez, havia sido

preparada a partir de-outra solugfio com 100 mg Zn/L de agua destilada.

Nos testes onde as solugdes foram preparadas por diluigdo seriada as concentragbes
foram de 0,0137; 0,027; 0,055 e 0,11 mg Zn/L feitas a partir de uma solugdo-estoque com
0,22 mg Zn/L de 4gua do mar, preparada a partir de uma outra solugdo-estoque com 100mg
Zyn/L de agua destilada.

Nos testes de fecundagdo e desenvolvimento embrio-larval com A. punctulata foram
utilizadas concentragles-teste de DSS de 1,25; 2,5, 5,0 e 10 mg DSS/L de agua do mar

através de diluig3o seriada preparadé a partir da solugdo de 10mg DSS/L de 4gua do mar.

Nos testes com M. juniae as concentragdes-teste de zinco foram de 0,18; 0,32 € 0,56

mg/L de agua do mar preﬁﬁradas a partir de uma solugdo estoque com 100mg Zn/L de dgua

destilada.

Nas Tabelas 2a ¢ b sdo apresentadas as solugdes estoque ou as maiores
concentragdes do efluente obtidas apds o ajuste da salinidade, e as concentragdes utilizadas

nos testes.
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Tabela 2a- Datas de coleta e concentragdes (%) de agua de produgio utilizadas nos
testes de toxicidade com L.variegatus e M. juniae.

Data | Solugdes Solugdes testadas
de coleta | estoque (% AP)
AP (% AP) L. variegatus M. juniae
16/04/96 43 0,0001; 0,001; 0,01; 0,05, 0,1; 0,01;0,1; 0,75; 1,0; 1,5; 3,0; 7,0;
0,5;1,0;50e 10 14 ¢ 28
18/06/96 50 0,01;0,1; 1,0; 10; 50 0,01;0,1; 1,0; 10; 50 (48h)
50 0,06; 0,18; 0,56; 1,75; 5,48 ¢ 16,910,18; 0,56; 1,75, 5,48
25/07/96 50 0,01;0,1; 1,0; 10 e 50 -
50 0,032;0,1;0,31;0,96;2,97¢9,2 10,032;0,1;0,31,0,96;2,97¢9.2.
20/08/97 459 10,17;0,35,0,7; 1,4, 2,8,5,7; 11,5;/ 0,045, 0,17; 0,7; 2,8; 11,5
22,9;45,9
21/10/97 43,6 |0,17;0,34; 0,68, 1,36; 2,72; 5,45, | 0,08; 0,34; 1,36; 5,45
10,9 :
10/02/98 59,2 |0,23;0,46;0,92; 1,85; 3,7; 7 .4; -
14,8; 29,6, 59,2
01/04/98 38,6 10,3;0,6;1,2;2,4;48;9,6;19,3 -
29/04/98 283 (0,11,0,22;0,44; 0,88; 1,76, 3,5; -
| 7,1, 14,1, 28,3
18/05/98 35 0,13; 0,27, 0,54; 1,09; 2,18; 4,37, -
8.75;17,5e35 ‘

Tabela 2b- Datas de coleta € concentragdes (%) de 4gua de produgdo utilizadas nos
testes de toxicidade com A. punctulata.

Data coleta

Solugdes estoque

Solug¢des testadas

AP (% AP) (% AP)

22/10/96 |42.8;214 ' 10,7; 5,3; 2,6; 1,3; 0,6; 0,3
428.21.4 10,7:5,3;2,6; 1,3:0,6; 0,3; 0,16
42.8; 21,4 10,7; 5,3; 2,6; 1,3; 0,6

03/12/96 {44;22 11, 5,5; 2.7, 1,37, 0,68; 0,34, 0,17
44,22 11;5,5:2,7,1,37. 0,68

10/01/97 144;22 11;5,5;2,7,1,37;0,68; 0,34: 0,17
44;22:11;5,5 2,7:1,37,0,68; 0,34; 0,17
44;22:11;5,5;2,7;1,37 |0,68; 0,34; 0,17; 0,08; 0,04
44;22;11;5,5 2,7, 1,37, 0,68; 0,34;0,17; 0,08
44; 22 11;5,5;2.7, 1,37, 0,68; 0,34

20/02/97 50; 25 12,5, 6,2; 3,1; 1,56; 0,78; 0,39
50 25;12.5;6,2; 3,1; 1,56; 0,78; 0,39; 0,19; 0,097
50; 25;12,5,6,2; 3,1 1,56; 0,78, 0,39; 0,19, 0,097; 0,048; 0,024

- 20/03/97 42,2 0,01;0,1; 1,0, 10,0

422 0,004; 0,024; 0,139; 0,8; 4,6; 26,4

18/04/97 1484 48.4;242;12,1;6,05; 3,0; 1,5, 0,75, 0,38; 0,19;

0,09; 0,047; 0,023; 0,011
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Parimetros de qualidade da dgua

Medidas de temperatura (°C), salinidade (%o), oxigénio dissolvido (mg/L) e pH
foram feitas em uma réplica do controle e da maior ¢ menor concentragio de todos os testes
realizados. Medidas de amonia total (mg/L) também foram feitas, mas somente nas amostras

enviadas aos Estados Unidos.

No Brasil, a salinidade foi medida com um refratdmetro da marca Atago® ou
Reichert®, o oxigénio dissolvido com um oximetro da marca Digimed® e o pH com um

medidor de pH e eletrodo especifico da marca Digimed®.

Nos Estados Unidos, a salinidade foi medida com um refratdbmetro da marca
Amerlcan Optical® ou Reichert®, o oxigénio dissolvido com um medidor YSI® gque
também fornecia a temperatura das amostras e o pH e a amoénia total foram medidos com

medidores da marca ORION® e seus eletrodos especificos.

O célculo da amonia ndo ionizada (NH3), que é a fragfo toxica da aménia, foi feito
de acordo com as tabelas de BOWER & BIDWELL (1978) que apresentam a porcentagem
de NH; em fungéo do valor da amdénia total das amostras, temperatura, pH e salinidade.

3.2.3 Controle de qualidade dos testes

Os procedimentos para o controle de qualidade dos testes incluiram o uso de uma
substancia de referéncia e a determinagfo da precisio intralaboratorial através do calculo dos

coeficientes de variagéo para cada tipo de teste realizado.

Substincia de referéncia

Os testes com substincia de referéncia foram realiéados em paralelo a cada teste com
efluente para vefiﬁcagﬁo da sensibilidade de cada loté de organismos utilizado. Para
averiguar a aceitabilidade da sensibilidade de cada lote foi calculado o intervalo
c-ompree-ndido‘pe-la média dos valores das CL50 e CES0 de todos os testes com substincia de
referéncia, acrescida ou. diminuida de duas vezes o seu desvio padrio ( X = 2DP). A
sensibilidade do lote de orgam'smbs foi considerada aceitdvel qﬁandd os. valores de CL50 e

CES0 obtidos estavam dentro do intervalo delimitado.
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Precisao intralaboratorial

A precisﬁo intralaboratorial dos resultados foi expressa como porcentagem do
‘coeficiente de variagdo (CV = desvio padrio x 100 / média ) através da utilizagio da média e
desvio padrdo dos valores de CL50, CES0 e CI50 de todos os testes realizados.

3.2.4 Analises quimicas

Imediatamente ap6s a coleta e homogeneizagdo das amostras ndo diluidas, foram
realizadas medidas de amc“mia, fenol, sulfeto, dleos e graxas, cloretés ¢ pH no laboratério da
PETROBRAS no DTCS, e assim que as amostras chegaram aos laboratérios do CEBIMar ou
de Ecotoxiéologia Marinha em Corpus Christi, foram feitas medidas de salinidade, aménia,
sulfeto, fendis, oxigénio dissolvido e pH. As metodologias utilizadas nas andlises desses

parametros sdo apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3- Metodologias adotadas nas anélises dos pardmetros fisicos e quimicos da agua de

produgdio bruta nos laboratérios da PETROBRAS, do CEBIMar ¢ de Ecotoxicologia

)

.

Marinha em Corpus Christi.
] - . LABORATORIO
PARAMETRO _ PETROBRAS CEBIMar Corpus Christi
Cloretos- Condutivimetro - .-
~ Amdnia Kit colorimétrico - - Medidor e eletrodo
(mg/L) Merck ORION
Sulfeto Kit colorimétrico - Medidor e eletrodo
(mg/L) Merck ORION
Fenois Kit colorimétrico - Kit colorimétrico
(mg/L) Riedel H. Chemet
Oleos e graxas Extragdo ¢/ '
(mg/L) trifluoretano e
leitura no - -
analisador Oriba
infra- vermelho
pH Medidor- e Medidor e eletrodo | Medidor e eletrodo
eletrodo Digimed Digimed ORION
Salinidade - Refratémetro Atago Refratémetro
(%0) ou Reichert American Optical ou
Reichert
Oxigénio dissolvido - Medidor Digimed Medidor YSI
(mg/L)
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No proprio dia da coleta ou no seguinte, as amostras de agua de produgdo
preservadas, de acordo com as recomendagbes da CETESB (1988), e mantidas sob gelo
foram encaminhadas aos laboratorios responsaveis pelas analises dos pardmetros fisicos e

quimicos apresentados na Tabela 4.

Quatro laboratérios realizaram as andlises quimicas das amostras. Os laboratérios
envolvidos forafn: (1) Empresa de Apoio Tecnoldgico e Consultoria Ambiental (TCA), (2)
Divisdo de Caracterizagdo Quimica do Departamento -de Caracterizagdo de Materiais do
Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares - IPEN, (3) Companhia de Tecnologia de
Saneamento Ambiental - CETESB e (4) Departamento de Satide Ambiental da Faculdade de
Satide Pablica da USP.

Os métodos de analise foram baseados na 18" e 19° edigSes do “Standard Methods
for the Examination of Water and Wastewater” (APHA/AWWA/WDPCF, 1992, 1995). A
relagdo das metodologias utilizadas e os respectivos limites de detecgdo para cada pardmetro

sdo apresentados no Apéndice II.

As trés primeiras amostras de 4gua de produgdo coletadas em abril, junho e julho de
1996 foram enviadas aos laboratérios sem ajuste prévio da salinidade, enquanto as amostras
coletadas em agosto/ outubro de 1997 e fevereiro/ abril de 1998 foram enviadas aos

laboratérios apds diluigdo com agua destilada para ajuste de salinidade.

Na Tabela 4 sdo apresentados os pardmetros analisados em cada amostra e os

laboratdrios responsaveis.
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Tabela 4- Datas de coleta de dgua de produgfo, concentragdo e salinidade das amostras e analises de parimetros

fisicos € quimicos realizadas por diferentes laboratorios.

Data
Coleta
AP

Concentragéo (%) e
Salinidade (%o)

da amostra

Analises realizadas

Laboratério
responsavel

16/04/96

10076

Cloreto, DBO, DQO, fendis, nitrogénio
amoniacal, 0leos e graxas, pH, sulfeto,
surfactantes

TCA

Al B, Ca, Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb, V ¢ Zn

IPEN

18/06/96

100 ¢ 68

Cloreto, DBO, DQO, tenéis, nitrogénio
amoniacal, 6leos e graxas, pH, sulfeto,
surfactantcs, Ba, Cd, Cr, Cu, F¢, Ni, Pb, V¢ Zn

TCA

Benzeno, Tolueno ¢ Xileno (BTX)

CETESB

25/07/96

100 ¢ 68

Fendis e sulfeto

TCA

DBO, DQO, nitrogénio amoniacal

Fac. Saude Publica-
USP

Ba, Cd, Cr, Cu, Fe, Ni, Pb, Ve Zn

IPEN

20/08/97

AP1

Cloreto, DBO, DQO, fenois, nitrogénio
amoniacal, 6leos e graxas, pH, sulfeto,
surfactantes, Ba, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Pb, Sr, Zn,
BTEX* e série de solidos**

45,9¢ 34 AP2

Cloreto, fendis, nitrogénio amoniacal, 6leos e
graxas, pH, sulfeto, surfactantes, BTEX* e séric
de sélidos**

AP3

Cloreto, fendis, nitrogénio amoniacal, 6leos e
graxas, pH, sulfeto, surfactantes, BTEX* e série
de sélidos**

TCA

21/10/97

APl

Cloreto, DBO, DQO, fendis, nitrogénio
~amoniacal, 6leos ¢ graxas, pH, sulfeto,

‘ surfactantes, Ba, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Pb, Sr,; Zn,

BTEX* ¢ séric de solidos**

436e | AP2
34

Cloreto, fendis, nitrogénio amoniacal, dleos e
graxas, pH, sulfeto, surfactantes, BTEX* e série
de sOlidos**.

AP3

Cloreto, fendis, nitrogénio amoniacal, dleos ¢
graxas, pH, sulfeto, surfactantes, BTEX* e série
de sélidos**

TCA

10/02/98

AP]

Cloreto, DBO, DQO, fendis, nitrogénio
amoniacal, 6leos e graxas, pH, sulfeto,
surfactantes, Ba, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Pb, Sr, Zn,
BTEX* e série de solidos**

59,2¢34 AP2

Cloreto, fendis, nitrogénio amoniacal, 6leos ¢
graxas, pH, sulfeto, surfactantes, BTEX* ¢ série
de solidos**

AP3

Cloreto, fendis, nitrogénio amoniacal, 6leos €
graxas, pH, sulfcto, surfactantcs, BTEX* ¢ séric
de solidos**

TCA

29/04/98

APl

283 ¢34

Cloreto, DBO, DQO, fendis, nitrogénio
amoniacal, 6leos ¢ graxas, pH, sulfeto,
surfactantes, Ba, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Pb, Sr, Zn,
BTEX* ¢ série de sOlidos**

AP2

Cloreto, fendis, nitrogénio amoniacal, 6leos e
graxas, pH, sulfeto, surfactantes, BTEX* e série
) de slidos**

AP3

Cloreto, fendis, nitrogénio amoniacal, 6leos e
graxas, pH, sulfeto, surfactantes, BTEX* ¢ série
_ de solidos**

TCA

*Benzeno, Tolueno, Etilbenzeno e Xileno

** totais, fixos totais, volateis totais, dissolvidos totais, suspensos totais, éedimentéveis, dissolvidos fixos e
voldteis, suspensos fixos e volateis.
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3.2.5 Anadlise estatistica dos resultados

Testes com M. juniae
O método Trimmed Spearman-Karber (HAMILTON et al., 1977) foi utilizado para

calcular os valores da CL50; 96h de todos os testes com 4gua de produgdo e substancia de

referéncia.

Testes de fecundacio e desenvolvimento embrio-larval ‘
O método Trimmed Spearman-Karber (HAMILTOI‘\T et al., 1977) com corregiio de
Abbott (MORGAN, 1992) foi utilizado para calcular os valores da CE50 de todos os testes

com 4gua de produgdo e substincias de referéncia.

Nos testes de fecundagdo foram calculados os valores de CES50; 80 min. (L.
variegatus) e CES0; 60 min. ( /. punciulata), e nos testes de desenvolvimento embrio-larval
foram calculadas as CES0; 24-28h e 48h, para L. variegatus e A punctulata,

respectivamente.

A ocorréncia de diferengas significativas entre os tratamentos e o controle foi
determinada através de um teste de hipéteses, que possibilita a estimativa dos valores de
CENO e CEQ, e através do método de interpolagdio linear, que possibilita o calculo de
valores de CI25 e CI50.

O programa estatistico Toxstat versdo 3..3 (GULLEY et al., 1991) foi utilizado para

a determinagdo dos valores de CENO e CEO e o Método de Interpolagfio Linear versdo 2.0

(USEPA, 1993) para os valores de CI25 ¢ CI50.

Os procedimentos estatisticos adotados para a analise dos resultados através do uso

do programa Toxstat ¢ do Método de Interpolagio Linear seguiram as recomendagdes
apresentadas no manual da USEPA (1994).

No Toxstat os dados foram inseridos na planilha em proporgdo de évulos fecundados
(teste de fecundagdio) e proporgiio de larvas no estagio pluteus (teste de desenvolvimento
embrio-larval) em cada uma das réplicas do controle ¢ das concentragdes teste. As
concentragdes que ndo apresentaram 6vulos fecundados ou larvas pluteus foram excluidas

das analises.
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A seguir, os dados foram transformados para o arco seno da raiz e testados quanto a
sua distribuigdo normal através do teste de Shapiro-Wilk, e quanto a homocedasticidade ou

homogeneidade de variancia através do teste de Bartlett.

Quando as suposigdes de distribuigio normal dos dados e homogeneidade de
varidncia foram cumpridas, a estimativa dos valores de CENOQO e CEQ foram feitas através de

testes paramétricos, ou caso contrario, utilizando-se os nio-paramétricos.

Na estatistica paramétrica, foi feita andlise de varidncia seguida do teste de
comparagGes multiplas de Dunnet e de William para determinar quais concentragfes
diferiam significativamente do controle. Os testes de Dunnet e de William foram utilizados
quando o nimero de réplicas era igual, e o Teste-T com ajuste de Bonferroni para nimero de

réplicas diferentes.

Quando os dados nédo apresentaram distribuigdo normal e homocedasticidade, os
testes ndo paramétricos “Steel many-one rank” , para nimero de réplicas igual, e “Wilkoson
rank sum” com ajuste de Bonferroni, para niimero de réplicas diferente, foram utilizados. A
utilizagio dos métodos ndo paramétricos requer um niimero minimo de quatro réplicas por

concentragdo teste.

Apbs a determinagdo dos valores de CENO e CEO, foi feito o célculo da média
geométrica que representa uma estimativa arBitrém'a do efeito limiar (“effect-threshold™). A
média geométrica dos valores de CENO e CEO ¢ denominada, nos Estados Unidos, como
valor cronico ou algumas vezes valor subcronico. No entanto, segundo ENVIRONMENT
CANADA (1992) o termo mais adequado seria concentragio de efeito limiar (“threshold-
effect concentration™) ja que tanto os testes de fecundagfo, como o de desenvolvimento
embrio-larval representam uma fragio extremamente pequeha do ciclo de vida dos ourigos e

ndo constituem uma exposigio crénica.

Portanto, no presente trabalho a média geométrica dos valores de CENO e CEO foi

denominada de concentragdo de efeito limiar (CEL) calculada através da raiz quadrada dos

valores de CENO e CEO multiplicados.
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O uso do Método de Interpolagdo Linear apresenta algumas vantagens em relagio ao
teste de hipoteses para estimativa dos valores de CENO e CEO, como a possibilidade do
calculo do coeficiente de variagdo dos valores da Clp (concentragdo de inibigdo ou de
redugdo de uma porcentagem' pré-definida de um pardmetro biolégico ndo letal dos
organismos teste), a escolha do valor da porcentagem (p) que causa redugdo do efeito
observado em comparagdo ao controle (ENVIRONMENT CANADA, 1992) e ainda a
possibilidade da inclusdo das concentragdes-teste onde o namero de 6vulos fecundados e

larvas no estagio pluteus foi igual a zero (USEPA, 1994),

A escolha do valor de p no presente trabalho foi baseada nas recomendagdes da
USEPA (1991, 1994) que sugere os valores de 25 e 50%. Segundo USEPA (1991) os
valores da CENO obtidos através do uso da CI25 sdo muito préximos dos valores da CENO
derivados do Teste de Hipoteses e dessa forma a CI25 seria a medida estatistica mais

indicada para a determinagdo da CENO.

No presente trabalho, optou-se pela apresentagdo dos valores da CENO obtidos

através do Teste de Hipoteses e da CI25 visando a comparagio dos resultados.
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3.3 RESULTADOS

3.3.1 Caracteristicas gerais das amostras de Agua de producio

Na Tabela 5 estdio apresentados os resultados das ahélises fisico-quimicas
realizadas no dia da coleta, em Sdo Sebastido, SP, e quando do recebimento das amostras
em Corpus Christi, TX. Na Tabela 6 estdo os valores méaximos permitidos de alguns dos
pardmetros analisados no efluente, para o descarte em 4dguas costeiras, além dos valores

meédio, minimo ¢ méaximo dos pardmetros fisico-quimicos analisados.

As amostras demoraram de quatro a oito dias para chegarem ao laboratério em
Corpus Christi, TX. A amostra de dezembro estava semi congelada devido a um excesso
de gelo seco adicionado para a manutengdo da temperatura, que resultou em uma

diminuigdo da concentraggio de sulfeto de cerca de 87% do valor inicial.

Considerando-se as diferengas entre os métodos de analise utilizados pelos dois
laboratérios para as medidas de sulfeto, houve uma diminuigio de sulfeto durante a

viagem que variou de 15 a 56% do valor inicial.

Todas as amostras apresentaram valores muito elevados de aménia (62 a 600
mg/L), salinidade (59 a 157%o) € sulféto (4,38 a 80 mg/L). O fenol analisado apenas em
parte das amostras apresentou valores variando de 0,1 a 3,0 mg/L, enquanto para 6leos e
graxas, analisados em duas amostras, os valores foram de 59 ¢ 85 mg/L. O pH, que variou
de 5,97 a 8,72, foi levemente 4cido na maioria das amostras com exce¢do de algumas
amostras onde ele se apresentou neutro ou levemente basico. Os valores de oxigénio

dissolvido foram muito baixos e variaram de 0,64 a 3,9 mg/L.

Todos parimetros analisados, com excegdo feita para a temperatura e pH,
ultrapassaram os limites permitidos para o descarte de efluentes em 4guas costeiras,

segundo a legislagéo vigente.
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3.3.2 Efeito do tempo de estocagem sobre parimetros fisico-quimicos

Na Tabela 7 sédo apresentados os valores iniciais e finais de pH, sulfeto, amoénia ¢

fenol de amostras de 4gua de produgio estocadas por periodos entre 4 a 11 dias até a

realizagfo dos testes de toxicidade.

Durante o periodo de até 6 dias ocorreu aumento dos valores de pH entre 3,1 a 9,8%
dos vaiores iniciais e no periodo entre 8 a 11 dias,* houve diminuigdo de cerca de 1,7 a
20,5%. A maioria dos valores de sulfeto sofreu uma variagdo em torno de 10 a 24% dos
valores iniciais e na amostra de margo de 1997 houve uma redugdo de cerca de 56%. Os
valores de aménia e fenol obtidos somente para a amostra de abril de 1998 indicaram uma
redugdo de 30% de amoénia apdés 7 dias de estocagem, enquanto o fenol ndo sofreu

modificacgfos.

3.3.3 Efeito da decantacio e centrifugacdo sobre a tdxicidade das amostras

Na Tabela 8 sdo apresentados os resultados dos experimentos preliminares
realizados para verificar o efeito da decantagdo e centrifugagdo das amostras de dgua de
produciio sobre os testes de fertilizacdo e embrio-larval com A. punciulata. Esses
experimentos foram realizados apos ter sido observada a forma;;ﬁo de uma camada de
material sedimeﬁtado no fundo do frasco da primeira amostra de agua de produgdo tratada
através da simulagdo do processo de oxidagdo quimica com peréxido de hidrogénio. A
presenga desse material poderia vir a mascarar os resultados dos testes de toxicidade e dessa

forma os dois processos de separagdo de solidos em suspensio foram avaliados para a

selegdo e adogio de um deles como uma das etapas a serem seguidas durante o preparo de

todas as amostras posteriores.

A decantagdio e a centrifugagiio das amostras de dgua de produgdo bruta (AP1) e
tratada com peréxido de hidrogénib (AP2) resultaram na redugio da toxicidade indicando
que a presenga de solidos ém suspensdo estava interferindo com os resultados dos testes de
toxicidade utilizados. Nos testes de fecu;idaqﬁo m’zmeroé 3 e 4 com as amostras brutas (AP1),
a centrifugacdo reduziu em cerca de 1,6 e 3,3 vezes a toxicidade inicial. No teste embrio-

larval niimero 3 com a amostra bruta (AP1), a centrifugagdo reduziu em cerca de 2 vezes a '

" toxicidade inicial. Nos testes de fecundagdio niimeros 1, 2 ¢ 3 com as amostras tratadas

(AP2), a decantagfio reduziu em cerca de 23, 3 e 2 vezes, respectivamente, a toxicidade
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inicial, enquanto a centrifugagdo nos testes de fecundagdo miimeros 3 e 4 reduziu em cerca de

2,6 e 2 vezes a toxicidade inicial. No teste embrio-larval nimero 2 com a amostra tratada
(AP2), a decantagdio reduziu em cerca de 2 vezes a toxicidade inicial, enquanto no teste
embrio-larval nimero 4 com a amostra tratada (AP2), a centrifugagio ndo reduziu a

toxicidade da amostra.

De acordo com os resuitados obtidos, a decantagdo parece ter sido um pouco mais
eficiente na redm;ﬁo da toxicidade do que a centrifugagdo. No entanto, devido a maior
praticidade do processo de centrifugagdo, este foi adotado como o procedimento a ser
utilizado na etapa de preparo das amostras de agua de produgdo brutas e tratadas.

3.3.4 Eficiéncia da oxidacio quimica com H;O, na redu¢io de sulfetos e fenol

Os resultados da simulagdo do tratamento da agua de produgfo através da
oxidagdo quimica de sulfetos e fendis sdo apresentados nas Tabelas 9, 10, 11, 12, 13 e 14,
Resultados referentes as concentragdes de amdnia também foram incluidos visando
verificar se o perdxido exercia algum efeito oxidativo sobre esse composto. Antes do
tratamento ser iniciado foram retiradas duas subamostras do efluente bruto. A primeira,
denominada de néo tratada inicial refletiu a concentragio de sulfeto antes do tratamento e
a segunda, denominada de ndo tratada final, foi analisada juntamente com a subamostra
retirada logo apos o término do tratamento para verificar a perda natural de sulfeto da
amostra (Figuras 14, 15 e 16). (

A remogéo natural de sulfeto variou de 23,4 a 51,8%, enquanto a remog8o-através
de tratamento quimico variou de 82,3 a 99% do valor inicial. A remogfio de fendis apos o
tratamento com peroxido foi de 40 a 50% do valor inicial. Estes valores resultaram em

concentragdes finais de 0,040 a 1,05 mg/L de sulfetos e de 1,0 a 1,5 mg/L de fendis.

A remogéo natural de amoénia foi de 3,4 e 34,4%, enquanto a remogdo apos o
tratamento quimico variou de 6,4 a 29% do valor inicial, indicando que a redugiio da
ambnia das amostras foi decorrente de perda natural e ndo devido a oxidagdo pelo

peréxido de hidrogénio,

Observou-se a formagdo de uma camada de material sedimentado em
conseqiiéncia da oxidagio do sulfeto a enxofre elementar que pode apresentar-se na

forma coloidal ou mesmo em suspensio.
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A constatacdo da presenga desse material gerou outras questdes relacionadas aos

efeitos adversos que poderiam ser ocasionados, e dessa forma foram realizados
experimentos comparando-se a toxicidade do efluente tratado homogeneizado e do seu

sobrenadante apds decantagio e centrifugagio.

3.3.5 Toxicidade das amostras de 4gua de producio

Nas Tabelas 15, 16 e 17 sdo apresentados os valores da CL e CE50 de todos os testes
de toxicidade realizados com amostras brutas (AP1) e tratadas (AP2 ¢ AP3) de 4gua de
produgdo. Na tabela 18 sdo apresentados os valores me’dios_de todos os testes realizados com
as amostras AP1, AP2 e AP3.

Para as amostras de dgua de produgfo ndo tratada (AP1) os valores da CL50 do teste
com M. junige variaram de 1,29 a 2,66% de AP1, de 0,33 a 5,4% de AP1 no teste com V.
fisheri (Microtox), de 1,34 a 24,3% no teste de fecundagéo e de 0,37 a 1,64 no teste embrio-
larval com L. variegatus. Nos testes com A. punctulata, os valores da CES0 variaram de 0,24
a 0,56% no teste de fecundagdo e de <0,39 a 4,67% deé API no teste embrio-larval (Tabela
15).

Para as amostras de 4gua de produgdo tratada com peroxido (AP2) o valor da CL50
do teste com M. juniae foi de 0,92% de AP2, enquanto os valores da CES0 variaram de 0,44
a 9,8% de AP2 no teste-com V. fisheri, de 4,75 a >45,9% no teste de fecundagéio e de 0,40 a
1,04% no teste embrio-larval com L. variegatus. Nos testes com A. punctulata, os valores da
CES50 variaram de 0,15 a 0,76% no teste de fecundagfio e de 0,45 a 4,29% de AP2 no teste
embrio-larval (Tabela 16).

" Para as amostras de dgua de producfo tratadas através dos processos de ﬂoiag:ﬁo e
oxidagdo quimica (AP3) os valores da CL50 dos dois testes realizados com M. juniae foram
iguais a 2,2% de AP3, enquanto os valores da CE50 van'arém de 0,25 a 10,2% de AP3 no
teste com V. fisheri, de 3,84 a 11,9% no teste de fecundagéo e de 0,38 a 2,03% no teste
embrio-larval com L. variegatus. No teste de fecundagio com A. punctulata o valor da CE50
foi de 3,27% (Tabela 17).

A comparagiio de todos valores de CL e CE50 obtidos indicou que as amostras

brutas (AP1) e tratadas (AP2 e AP3) de agua de produgfio apresentaram a mesma faixa de
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toxicidade e esses valores variaram de <0,39 a 10,6% para AP1, de 0,15 a 10,1% de AP2 e
de 0,25 a 11,9% de AP3, com excecdo feita para os valores de CES0 dos testes de

fecundagdo com L. variegatus realizados com as amostras AP1 ¢ AP2 de agosto de 1997.

A sensibilidade dos diferentes métodos de teste utilizados no Brasil e nos Estados
Unidos ndo diferiu entre as amostras brutas e tratadas (Tabela 18). A classificagio dos testes,
no Brasil, quanto ao nivel de sensibilidade indicou para as amostras ndo tratadas (AP1) o
teste embrio-larval com L. variegatus como o mais sensivel seguido pelos testes com M.
Juniae, V. fisheri e fecundagfio com L. variegatus (Embrio > M juniae > Microtox >
Fecundagfo). Para as amostras tratadas (AP2 e AP3) a mesma classificagio foi obtida. Nos
Estados Unidos, o teste de fecundagio com A. punctulata foi mais sensivel que o teste

embrio-larval tanto nas amostras brutas como nas tratadas.

A sensibilidade dos testes de fecundagio e desenvolvimento embrio-larval diferiu de
acordo com a espécie utilizada. Nas amostras testadas no Brasil, o teste embrio-larval foi
mais sensivel que o teste de fecundagdo com L.variegatus e nas amostras testadas nos
Estados Unidos, o teste de fecundagdo foi mais sensivel que o teste embrio-larval com

A.punctulaia.

Comparando-se a efetividade dos tratamentos através dos testes mais sensiveis, ou
seja, embrio-larval com L. variegatus e fecundaglio com 4. punctulata, € possivel visualizar
que as amostras AP3 tiveram sua toxicidade diminuida ‘enquanto as amostras AP2 nfo
diferiram das AP1.

3. 3. 6 Determinagiio da CENO e CI25 para os testes de fecundagéo e

desenvolvimento embrio-larval

Nas Tabelas 19 e 20 sdo apresentados os valores da CE50, CI50, CI25, CENO, CEO
e CEL dos testes de toxicidade crénica de curta duragio com amostras brutas (AP1) e
tratadas (AP2) realizados com 4. punctulata. Os valores de CI50 foram incluidos para efeito

de comparagéo com os valores de CE50.

Na Tabela 19 a comparagiio dos valores médios de CES50 e CI50 dos testes de
fecundagdo indicou similaridade entre os valores tanto para as amostras brutas, como para as |

tratadas. Os resultados dos coeficientes de variagdo dos valores de CE e CI50 indicaram
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mator variabilidade das amostras de dgua de produgdo apds o tratamento com peréxido de
hidrogé'xiio. A comparagdio de cada um dos valores da CI125 e CENO para as amostras brutas
e tratadas mostrou que os valores de CENO gerados através do teste de hipoteses foram um
pouco mais restritivos que os valores de CI25 gerados pelo método de interpolagdo linear. As
concentragdes meédias de efeito limiar (CEL) apresentaram valores muito semelhantes tanto

para as amostras brutas (0,34%) como para as tratadas (0,33%).

Na Tabela 20 a comparagdo dos valores médios de CE50 e CI50 dos testes de
desenvolvimento embrio-larval indicou similéxidade entre os valores tanto para as amostras
brutas, como para as tratadas. Os resultados dos coeficientes de variagdo dos valores de CI50
para a amostra bruta (AP1) e dos valores de CES0 e CI50 para a amostra tratada (AP2)
indicaram grande variabilidade de ambas as amostras. A comparagdo de cada um dos valores
da CI25 e CENO para as amostras brutas e tratadas mostrou novamente que os valores de

CENO gerados através do teste de hipéteses foram mais restritivos que os valores de CI25

- gerados pelo método de interpolagdo linear. As concentragbes médias de efeito limiar (CEL)

apresentaram o mesmo valor de 1,39% para as amostras brutas e tratadas de 4gua de

* produgéo.

Nas Tabelas 21 e 22 sfo apresentados os valores de CE50, CIS0, CI25, CENO, CEO
e CEL dos testes de toxicidade crénica de curta duragio com amostras brutas (AP1) e
tratadas (AP2 e AP3) realizados com L. variegatus. Os valores de CI50 foram incluidos para

efeito de comparagdo com os valores de CE50.

Na Tabela 21, a comparagio dos valores médios de CE50 e CIS0 dos testes de
fecundago indicou similaridade entre os valores, tanto para as amostras brutas (AP1) como
para as tratadas (AP2 e AP3). Os resultados dos coeficientes de variagdo dos valores de
CES50 e CI50 indicaram grande variabilidade das amostras de 4gua de produgdo bruta e
menor variabilidade das amostras tratadas. A comparagdo de cada um dos valores da CI25 ¢

CENO para as amostras brutas e tratadas mostrou que os valores de CENO gerados através

do teste de hipéteses foram mais restritivos que os valores de CI25 gerados pelo método de

interpolagfo linear. As concentragdes médias de efeito limiar (CEL) apresentaram valores de
5,74% para a amostra bruta (AP1) e de 7,6 ¢ 6,79% para as amostras tratadas AP2 e AP3,

respectivamente.
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Na Tabela 22, a comparagdo dos valores médios de CES0 e CISO dos testes de
desenvolvimento embrio-larval indicou grande similaridade entre os valores, tanto para as
amostras brutas (AP1) como para as tratadas (AP2 e AP3). Os resultados dos coeficientes de
variagdo dos valores de CE e CIS0 indicaram valores entre 51 a 55% para as amostras brutas
e tratadas (AP2) e entre 62 a 71% para as amostras submetidas ao tratamento completo
(AP3). A comparagio de cada um dos valores da CI25 ¢ CENO para as amostras brutas e
tratadas mostrou que os valores de CENO gerados étravés do teste de hipoteses foram mais
restritivos que os valores de CI25 gerados pelo método de interpolagdo linear para amostras
brutas. As concentragdes médiés de efeito limiar (CEL) apresentaram valores muito

préximos.para as amostras AP1 (0,69%) e AP2 (0,65) e de 1,15 para a amostra AP3.

3. 3.7-Efeito do tratamento da 4gua de producéo sobre a toxicidade das amostras

A cdmparaca’io dos valores da CESO dos testes com A. punctulata realizados com
amostras brutas e tratadas demonstrou que o tratamento quimico com peroxido para redugfo
de sulfetos e fendis ndo reduziu a toxicidade da méioria das amostras, enquanto o tratamento
completo (flotagdo + oxidagdo quimica), realizado apenas com uma amostra, foi responséavel

pela redugdo da toxicidade (Figuras 17 e 18).

Na Figura 17 podemos observar que os valores da CE50; 60 min. da agua de
produgdo bruta (AP1) e tratada (AP2) dos testes de fecundagdo com A. punctulata foram
muito proximos para as amostras de janeiro, fevereiro e margo de 1997. A amostra de abril
de 1997, apds tratamento com peréxido, apresentou aumento da toxicidade de
aproximadamente 2,8 vezes, enquanto apés o tratamento cbmpleto, através do processo de

flotagdio e oxidagdo quimica, exibiu redugfo da toxicidade de aproximadamente 7,6 vezes.

Na Figura 18, onde sdo apresentados os valores da CE50; 48h para o teste embrio-
larval com A, punctulata, houve aumento da toxicidade de aproximadamente 1,4 vezes na
amostra de janeiro de 1997 e diminuig4o da toxicidade nas amostras de fevereiro € margo de
1997 de aproximadaménte 1,1 e 1,4 vezes, respectivamente.

Na Figura 19 e Tabela 18 sfo apresentados os valores médios das CL50-e CES50
determinadas para todos os testes de toxicidade realizados com as amostras brutas (AP1) e
tratadas (AP2 e AP3) de agua de produgﬁo.
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Através da comparagdio dos valores médios das CL50 e CESO fica evidente a maior
sensibilidade do teste de fecundag¢do com A. punctilata seguido pelo teste embrio-larval com

© L. variegatus. Em relagdo a toxicidade das amostras submetidas aos diferentes tratamentos,

os resultados mostraram que as amostras tratadas através da oxidag8io quimica com peréxido
de hidrogénio (AP2) exibiram redugdo da toxicidade nos testes Microtox e de fecundagdo
com L. variegatus, enquanto para as amostras submetidas ao tratamento completo (AP3) foi

possivel observar redugdo da toxicidade para cinco dos testes de toxicidade realizados.
3. 3. 8 Testes com substancias de referéncia

A sensibilidade dos varios testes com V. fisheri foi similar de acordo com os

resultados dos testes realizados com sulfato de cobre ¢ o coeficiente de va;riagéo foi de
17,7% (Tabela 23 e Figura 20).

A sensibilidade dos diferentes lotes de M. juniae utilizados nos testes com sulfato de
zinco mostrou-se similar para quatro dos testes realizados. O lote utilizado em agosto de
1997 apresentou menor sensibilidade indicada pelo valor de CL50 > 0,56 mg/L. O
coeficiente de variagdo de quatro testes foi de 17,98% (Tabela 23 e Figura 21).

A sensibilidade dos diferentes lotes de ourigos utilizados nos testes de fecundagdo e
desenvolvimento embric-larval com L. variegafus mostrou-sé 'variével para os testes
realizados com sulfato de zinco. Os lotes que apresentaram menor sensibilidade foram os dos
testes mimeros 5 (17/8/97) e 10 (1/4/98). Os lotes mais sensiveis foram os dos testes
nameros 7 (21/10/97), 8 (5/2/98) e 12 (1/4/98). O coeficiente de variagdo de sete testes de
fecundagdio foi de 82% (Tabela 24 ¢ Figura 22).

Em relagio aos testes de desenvolvimento embrio-larval realizados com sulfato de
zinco, que utilizaram os mesmos lotes de organismos dos testes de fecundagdo, a

sensibilidade foi similar, mas foi realizado um niimero menor de testes. Somente o lote de

" junho de 1996 (teste 2) apresentou-se mais sensivel com uma valor de CES0 < 0,034 mg/L.

O coeficiente de variagio de quatro testes foi de 23,6% (Tabela 24 e Figura 23).

A sensibilidade de A. punctulata utilizado . nos testes de fecundagdo e

desenvolvimento embrio-larval foi similar para os testes de fecundagfio realizados com DSS
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¢ variavel para os testes realizados com sulfato de zinco. Os coeficientes de variagio para os
testes de fecundagdo com DSS e Zinco foram de 22 e 81%, respectivamente (Tabela 25 ¢
Figuras 24 ¢ 25).

Em relagdo aos testes de desenvolvimento embrio-larval foram utilizados os
mesmos organismos dos testes de fecundagdo e a sensibilidade tanto para os testes com DSS
como para os testes com zinco foi similar. Os coeficientes de variagdo para os testes com
DSS e zinco foram de 4,8 e 37,7%, respectivamente. Cabe ressaltar, que os CV foram
obtidos de apenas dois testes (Tabela 25).

3. 3. 9 Critérios de aceitabilidade dos resultados dos testes
Controle dos testes

Na Figura 26 sdo apresentados os resultados da porcentagem média de sobrevivéncia
nos controles de todos os testes realizados com M Junige. Somente no primeiro teste
realizado com a amostra de dgua de produgio coletada em abril de 1996, a sobrevivéncia no

controle foi abaixo do valor minimo recomendado de 80%.

Na Tabela 24 ¢ Figura 27 sdo apresentados os resultados da porcentagem média do
numero de fecundados e pluteus normais nos controles dos testes com L. variegatus. Os
testes de fecundag@o mimeros 1, 4, 9 ¢ 12 apresentaram valores variando entre 23 a 69% de
fecundados, abaixo do valor minimo recomendado de 70%. Os testes de desenvolvimento
embrio-larval niimeros 1 e 6 apresentaram valores de 73 e 52%, abaixo do valor minimo

recomendado de 80%.

Na Tabela 25 e Figura 28 sdo apresentados os resultados da porcentagem média do
némero de fecundados e pluteus normais nos controles dos testes com 4. punctidata.
Somente o teste de fecundagdo nimero 4 apresentou valor de 77%, um pouco abaixo do
valor minimo recomendado de 80% e entre os testes de desenvolvimento embrio-larval,

todos foram acima do valor minimo de 80%.
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Parimetros de qualidade da dgua

Na Tabela 26 sdo apresentados os pardmetros fisico-quimicos das amostras
utilizadas nos testes com M. juniae e L. variegatus. O oxigénio dissolvido variou de 6,7 28,3
mg/L e permaneceu acima do limite minimo de 5,0 mg/L, recomendado por WEBER et al.
(1988). Devido a problemas apresentados no medidor de oxigénio, os valores de OD das
amostras dos testes realizados em 14/2/98 e 3/4/98 mostraram valores de 0,79 a 4,87 mg/L.

A salinidade apresentou valores entre 34 a 37%o. Para M. juniae esses valores foram
aceitaveis pois os limites de salinidade recomendados para testes agudos com essa espécie
sdo de 24 a 40%o0 (CETESB, 1991). Para L. variegatus, os valores recomendados variam
entre 32 a 35%o (ZAMBONI, 1993), no entanto a salinidade de 36%eo obtida em alguns
controles dos testes de fecundagio e embriodarval do presente estudo ndo afetou a

fecundidade e o desenvolvimento embrionario dos organismos.

A temperatura variou de 23 a 25°C permanecendo dentro dos limites recomendados

para a execugdo de testes de toxicidade com M. juniae e L. variegatus.

Os valores de pH variaram de 6,8 a 8,1 unidades e apenas o valor de 6,8 ndo esteve
dentro dos limites recomendados de 7,1 a 8,28 unidades de pH de acordo com CETESB
(1980).

Na Tabela 27 sfo apresentados os parimetros fisico-quimicos das amostras de

dgua de produgdo utilizadas nos testes com 4. punctulata.

- Os valores de todos os pardmetros medidos nos controles, constituidos de 4gua do
mar filtrada, estiveram dentro de niveis aceitdveis. O oxigénio dissolvido variou de 5,15 a
6,83 mg/L e o pH de 7,9 a 8,1 unidades. As concentragdes de amdnia e sulfeto foram

abaixo dos limites de detecgdo.

As concentragdes de oxigénio dissolvido variaram de 5,5 a 7,6 mg/L nas
solugBes-teste de agua de produgdo. Esses valores estiveram sempre acima do valor
minimo recomendado para a realizagdo de testes desse tipo; que € de 5,0 mg/L (WEBER
etal, 1988). '




®

76

Os valores de pH variaram de 7,5 a 8,1 unidades. Ambos‘os valores, minimo e

mdximo, estiveram dentro de niveis aceitaveis.

Os valores de aménia total variaram de 0,004 a 25,3mg/L, e de amdnia ndo .
ionizada de 0,1 a 880ug/L. Os valores de CEO (menor concentragiio que causa um efeito
observavel) para NH; obtidos ‘para os testes de fertilizagdo e desenvolvimento
embrionério com A. punctulata séo de 600 e 58ug/l, respectivainente (Anexo 1). O valor
de 600ug/l. foi excedido somente uma vez na concentragioc de 48,4% de AP do teste
realizado com a sexta amostra de agua de produgdo. No entanto, o valor de 58ug/L foi

excedido varias vezes.

As concentragles de sulfeto estiveram abaixo do limite de detecgdio de 0,1mg/L,
com excegdo do valor de 2,47mg/L de sulfeto obtido na solugdo estoque de 44% de AP
referente ao teste realizado em 17/01/97 com a terceira amostra de 4gua de produgdo.

3. 3. 10 Analises quimicas

Na Tabela 28 sdo apresentados os resultados das analises quimicas realizadas com
trés amostras do efluente bruto ndo diluido coletadas em abril, junho e julho de 1996. Na

- mesma tabela, para efeito de comparagfio, também sio apresentados os valores méximos

permitidos para descarte de efluentes em dguas costeiras, valores de referéncia para agua do
mar da regido do Mar do Norte e para amostras superficiais coletadas no canal de Sdo

Sebastido, ndo atingidas por atividades antropogénicas.

Os parametros analisados que ultrapassaram os limites méximos permitidos em todas
as amostras foram a DBO, dleos e graxas, nitrogénio amoniacal € o ferro. Os valores de
salinidade e cloreto, embora néo apresentem limites definidos na legislagio, foram muito
superiores aos valores normalmente encontrados na agua do mar em todas as amostras
analisadas. Os parimetros que apresentaram valores acima dos limites permitidos, em pelo
menos uma das amostras foram o tolueno, fenol, sulfeto, bario, boro, chumbo e niquel. O
pH, cadmio, crorho e manganés nem sempre apresentaram-se dentro dos limites permitidos
pela legislagiio. A concentragfio de calcio medida apenas na amostra de abril de 1996

apresentou-se muito acima da faixa de valores normalmente encontrada na agua do mar.
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A amostra ‘de junho com as maiores concentrages para oito dos parimetros

analisados foi a que apresentou maior toxicidade para o teste embrio-larval com L.
variegatus (Tabela 15).

Nas Tabelas 29 a 32 sfo apresentados os valores das andlises fisico-quimicas
realizadas com as amostras diluidas brutas e tratadas de dgua de produgio. Mesmo apos a
diluigdo das amostras com é4gua destilada para o ajuste da salinidade, muitos parametros
ainda mostraram-se acima dos valores permitidos na legislagéo. O pardmetro de démanda
bioquimica de oxigénio foi excedido em todas as amostras ndo tratadas diluidas de 4gua de
produgio (AP1). Os valores de nitrogénio amoniacal obtidos nas amostras AP1, AP2 ¢ AP3
sempre ultrapasaram o valor méaximo permitido, enquanto 6leos e graxas ndo ultrapassaram o
valor permitido somente na amostra AP2 de outubro de 97 e nas amostras AP1 e AP3 de
abril de 98. Os outros pardmetros que apresentam limites estabelecidos na legislagdo, nem

sempre ultrapassaram os valores maximos permitidos.

Na Tabela 33 estdo apresentados os valores das analises de metais realizadas nas
amostras ndo tratadas diluidas (AP1) de dgua de produgfic. Dos metais que apresentam
limites esiabelecidos na legislagdo somente o bario, em todas amostras, € o ferro, na amostra
de agosto de 97, ultrapassaram os valores maximos permitidos. Em relagfo as analises de
calcio, estrdncio, magnésio ¢ potdssio, embora ndo existam valores definidos na legislagio, |
observamos um excesso ou deficiéncia desses ions quahdo os valores obtidos sdo

comparados com os valores de referéncia para d4gua do mar.
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3.4 DISCUSSAO

A 4gua de produgdo é uma mistura complexa de substincias quimicas que podem
apresentar agdes aditivas, antagdnicas ¢ sinérgicas entre si. O descarte continuo desse
efluente em um ecossistema marinho como o Canal de Sdo Sebastido que tem suas aguas
classiﬁcadas como pertencentes a classe cinco, ou seja , destinadas a recreagdo de contato

primdrio, d protegdo da biota aqudtica e a aqiicultura;, requer a adogfio de medidas

‘preventivas e efetivas que protejam a biota aquatica presente no local e proporcionem a

manutengdo de suas condigdes de qualidade.

Para a adogio de qualquer medida de protegdo da vida aquatica de um determinado
ambiente ¢ necessario o conhecimento da area, através de estudos da flora e fauna local, das
condi¢bes hidrodindmicas, das fontes de polui¢do e da sua toxicidade, bem como das

caracteristicas quimicas das mesmas, entre outros.

Estudos envolvendo varias areas de conhecimento sobre o Canal de Sdo Sebastifio
tém sido desenvolvidos por varias décadas, mas se concentram principalmente nas de 70, 80
e 90. AMARAL et al. (1996) reuniram 946 referéncias sobre’estudos desenvolvidos sbbre 0
Canal de Sdo Sebastifio em uma coletnea bibliografica. Os trabalhos foram divididos por
dreas ¢ nestas, o namero de publicagdes foi de 345 para Fisiologia, 200 para Ecologia, 142
para o Meio Ambiente, 139 para Zoologia, 70 para Oceanografia, 26 para Geologia, 17 para
Boténica e 7 para Geografia.

Apesar do grande namero de publicagdes sobre o Canal ainda existe um potencial
muito grande a ser explorado em diversas areas de conhecimento, entre elas a ecotoxicologia

aquatica.

O Canal de Sdo Sebastido € um importante ecossistema marinho, pois apresenta uma
rica diversidade floristica e faunistica presente em suas aguas € sedimento. No entanto,
também apresenta vulnerabilidade crescente devido 4 presenga. de fontes pontuais e

esporadicas de poluentes. Os esgotos domésticos, ricos em matéria organica, se constituem
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em uma das principais fontes pontuais que langam continuamente compostos quimicos nas

suas dguas ¢ tém sua carga aumentada nos periodos -de maior afluxo turistico. As fontes
esporadicas sdo constituidas pelos derramamentos acidentais de petréleo por navios

petroleiros e pelas atividades de rotina de carga e descargano Terminal Petrolifero.

Recentemente foi adicionada mais uma fonte pontual de poluentes langados no
Canal, constituida pelos. efluentes derivados do Terminal Petrolifero da PETROBRAS,

compostos preponderantemente de 4gua de produgéo.

Dessa forma € importante o conhecimento e estabelecimento da carga toxica do

efluente e os.possiveis impactos que poderdo advir do seu descarte continuo.

Para isso duas abordagens para o controle dos agentes toxicos presentes nos
efluentes podem ser utilizadas. Uma delas. utiliza o controle através de substncias
especificas, realizado a partir de determinagdes estabelecidas pelas Legislagdes Estadual e
Federal que contém as concentragdes maximas permitidas de alguns parémetros fisicos e
quimicos. Na outra abordagem, o controle ¢ feito através do uso de testes de toxicidade no

efluente como um todo (GHERARDI-GOLDSTEIN et al., 1990).

No controle dos agentes toxicos presentes em um eﬂuénte, através da segunda
abordagem, sdo utilizados testes de toxicidade aguda e cronica que apresentem metodologias
padronizadas. Para avaliar os efeitos letais e subletais causados pela exposi¢do a um efluente
recomenda-se o uso de no minimo trés espécies pertencentes a filos distintos ou a diferentes
niveis tréficos (produtores, consumidores primdrios e secundarios). O uso de mais de um
organismo se faz necessario, pois as -espécies podem apresentar diferengas na sensibilidade a
um agente toxico determinado. Geralmente a diferenga entre a espécie menos sensivel ¢ a

mais sensivel é de varias ordens de magnitude (EPA, 1991).

Em um estudo conduzido por SCHIMMEL ET AL. (1989) envolvendo cinco
organismos marinhos pertencentes a trés filos ficou demonstrada a diferenga de sensibilidade
entre as espécies, dependendo do tipo de efluente. Em um total de 13 efluentes testados a
alga Champia parvula foi mais sensivel em 15% dos casos, Arbacia punctulata em 54%,

Myssidopsis bahia em 31% e duas espécies de peixes em 15%.
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Em alguns casos especificos, onde o efluente apresenta variagdo minima, o uso das

duas espécies mais sensiveis também ¢ recomendado (EPA, 1991).

No presente estudo, o uso da bactéria V. fisheri, do crustaceo M. juniae e dos
equinodermos L. variegatus e A. punctulata se mostrou adequado, pois os organismos
utilizados, pertencentes a niveis troficos distintos, apresentaram diferentes sensibilidades
tanto em nivel de espécie como em nivel de resposta bioldgica, podendo aumentar a

seguranga para a detecgéio de variagdes na toxicidade do efluente.

Nos organismos utilizados no Brasil, o posicionamento das espécies quanto a
sensibilidade demonstrou que o teste de desenvolvimento embrio-larval com L. variegatus
foi 0 mais sensivel e o teste de fecundaga"lo, com a mesma espécie, foi 0 menos sensivel entre
todos os tipos de teste, cerca de 7 vezes. Essa diferenga de sensibilidade entre respostas
biolégicas para L. variegatus foi observada ‘pof ZAMBONI (1993), onde o teste embrio-
larval foi cerca de 15 vezes mais sensivel que o teste de fecundagio, apds exposigdo a
amonia. Uma diferenga na sensibilidade de cerca de 2 vezes entre os dois métodos também
foi observada por PROSPERI (1993), apds exposigio ao efluente da COSIPA.

Outros autores obtiveram o mesmo tipo de resposta para o ouri¢o 4. punctulata.
CARR et al. (1996a) reportaram diferencas de sensibilidade apds exposigio a amdnia ndo
ionizada (NH;), onde o teste embrio-larval foi cerca de 9 vezes mais sensivel que o teste de
fecundagdo. Para NACCI et al. (1986) o teste de fecundagdo foi 3 ¢ 6 vezes mais sensivel
que o embrio-larval apds exposigSes a prata e ao chumbo, respectivamente, enquanto o teste
embrio-larval foi cerca de 3 vezes mais sensivel do que o teste de fecundagdo apds exposigio
ao cadmio. Para dois compostos orgénicos o teste de fecundagéio foi aproximadamente 100 e

1000 vezes mais sensivel que o teste embrio-larval.

A maior sensibilidade do teste de fécundagﬁo em relagdo ao teste embrio-larval
apresentada por A. punciulata nas amostras de 4dgua de produgdo enviadas aos Estados
Unidos, cerca de 9 vézes, também foi reportada' por D’'UNGER et al. (1996) quando
estudaram os efeitos da dgua de produgdio, descartada na baia de Nueces no Texas, sobre essa

espécie.

A diferenga de sensibilidade entre L. variegatus e A. punctulata pode estar

relacionada a diferengas entre os métodos de teste e na composigo da dgua de produgio.
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As duragdes do teste de fecundagio com L. variegatus e A. punctulata séo de 80 e 60
minutos, respectivamente, enquanto os testes de desenvolvimento embrio-larval aprésentam
duragdes de 24-28 e 48 horas.

Os testes de fecundagdo com as duas espécies de ourigo também apresentam
diferengas relativas ao preparo da ]solugio espermatica. No teste com L. variegatus ‘uma
solugéo espermatica padrdo é preparada adicionando-se 0,5 ml de esperma puro a 24,5 ml de
agua de diluigﬁor para a obten¢do de uma solugdo diluida 50 vezes. No teste com A.
punctulata um pré-teste é realizado com cinco dilui¢gSes de esperma variando de 1:1250 a
1:10000 vezes para a determinagdo da diluigdo responsavel por uma taxa de fecundagdo
entre 60 a 90%, evitando-se com isso o efeito da poliespermia conhecido poi diminuir a
sensibilidade do teste. Apéé a escolha da diluigdo adequada, esta ¢ utilizada nos testes com o

efluente e a substancia de referéncia.

A menor sensibilidade do teste de fecundagfo com L. variegatus pode estar
relacionada com uma possivel poliespermia ocasionada por uma quantidade maior de
espermatozoides do que a necesséria para fertilizar todos os dvulos. Este efeito, responsavel
pela diminuig@o da sensibilidade do teste de fecundagdo, foi observado em testes realizados
com A4. punctulata apds exposigio ao cobre. A magnitude desse efeito foi de uma diminuigéo
da sensibilidade de aproximadamente 2,5 vezes para uma razo esperma:ovulo (E:O) de
250:1 e 2500:1, réespectivamente (WEBER et al., 1988, CHAPMAN, 1995).

No presente estudo ndo foram efetuadas contagens do niimero de espermatozoides
adicionados impossibilitandc a detémxinaqﬁo da relagdoc E:O, no entanto com base em um
estudo prévio realizado por BADARO-PEDROSO & SANTOS (dados ndo publicados),
solugdes padrdo de espermatozdides diluidas 50 vezes resultaram em uma relagéo que variou
de 14,5 x 10° a 72 x 10’ espermatozéides por évulo ¢ produziram porcentagens - de
fecundag@o nos controles variando de 47 a 99%. De seis experimentos realizados, apenas um

apresentou valor abaixo do numero minimo recomendado de 70%.

Considerando-se que a mesma faixa de variagdo para o nimero de fecundados foi
obtida para o presente estudo, também poderiamos considerar a mesma variagdo na relagdo

esperma:6vulo.
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Em testes de fecundagdo com L. variegatus realizados por NIPPER et al. (1993b)
utilizando-se sulfato de zinco e dodecil sulfato de sédio ndo foi observada variagdo
significativa na sensibilidade do método, devido a diferengas na relagéio esperma:ovulo. As
taxas do mimero de espéxmatozéides por 6vulo utiiizédas em todos os testes variaram de

18,7 x 10° as582x 10° e foram similares as taxas estimadas para o presente estudo.

No entanto, em estudos conduzidos por PROSPERI (1993) a autora obteve uma
relagiio de 21 x 10> a 54 x 10 espermatozdides por dvulo, e em um total de oito testes
realizados, apenas dois apresentaram porcentagens de fecundag@o iguais ou maiores que

88,8%. No restante dos testes essa porcentagem variou de 5 a 44,2%.

Outra possibilidade para explicar a diferenca entre as respostas apresentadas pelos
dois métodos & relacionada a duragio dos testes. Segundo KOBAYASHI (1980), a
sensibilidade do teste embrio-larval com ourigo muda de acordo com o estigio de
desenvolVifncnto e aumenta px‘in;ipahhente a partir do estagio de gastrula que antecede o
estagio final onde o embrifio passa para a fase de pluteus. Essas fases sio muito proximas ao
periodo final de exposigdo aos agentes toxicos, que no teste com L. variegatus é de 24h e no
teste com A. punctulata ¢ de 48h. Considerando-se a hipétese de que durante esses periodos,
a composi¢io do efluente esteja sendo modificada através de processos de degradagdo e ‘
volatilizagdo, onde certos compostos estdo diminuindo suas concentragdes ou se
transformando em compostos menos téxicos, no teste com A. punctulata que apresenta maior
duragdo, o periodo de maior sensibilidade do teste estaria coincidindo com uma diminuicéo
da toxicidade do efluente.

Existe uma grande possibilidade disso ter ocorrido, ja que analises quimicas da agua
de produgdo realizadas no dia da coleta e apds periodos de estocagem, variando entre cinco a
onze dias, indicaram diminuig¢des nas-concentragdes de sulfeto entre 10 até 56,2% e de 30%

de amonia, apds sete dias de estocagem (Tabela 7).

Segundo USEPA (1994) a avaliagio da toxicidade de uma amostra de efluente deve
ser feita preferencialfnente dentro de um perfodo méximo de 36h apos a coleta e esse periodo
pode ser extendido até¢ 72h caso fique comprovado que a amostra ndo apresenta redugdo da
sua toxicidade. No presente estudo, principalmente com as amostras enviadas aos Estados
Unidos foi impossivel cumprir o prazo recomendado devido a demora ﬁam a éntrega das

amostras’ No entanto, todos os cuidados necessarios a manutengdo da integridade das
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amostras foram seguidos, como o preenchimento total dos frascos e a manutengdo da
temperatura de 4+1°C durante o transporte e ap0s a entrega. Outros autores como SCHIFF et
al. (1992) reportaramio mesmo tipo de dificuldade com o prazo de entrega de amostras de
dgua de producdo e avaliaram o efeito da estocagem durante um periodo de 8 dias a-4°C
sobre alguns pardmetros quimicos das mesmas. Os resultados obtidos indicaram ndo ter
havido redugdo significativa do carbono orgénico total e dos hidrocarbonetos aromaticos
volateis (benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno: BTEX). A diminuigdo da concentragdo de

 BTEX foi de no maximo 10% ap6s o periodo de 8 dias.

MONTGOMERY et al. apud SCHIFF et al. (1992) avaliaram o efeito de diferentes
periodos de estocagem de agua de produgiio sobre o teste de toxicidade com misidaceos. Os
resultados dos testes de toxicidade realizados com amostras recém coletadas foram similares

aos resultados das amostras estocadas por periodos de 4 ¢ 8 semanas.

SOMERVILLE et al. (1987), GIRLING (1989) ¢ STROMGREN et al. (1995)
realizaram experimentos de biodegradagfo com 4dgua de produgio e comprovaram a redugio

ou remogdo de muitos compostos através desse processo.

SOMERVILLE et al. (1987) determinaram a taxa de biodegradagio de constituintes
orginicos em condigles de cultura continua com taxas de diluigio de 0,05 a 0,1/hora. A agéio
bacteriana nessas condigdes foi responsavel pela remogdio quase completa dos
hidrocarbonetos aromaéticos .de baixo peso molecular (etilbenzeno; 1,2, 1,3 e 1,4
dimetilbenzeno; isopropilbenzeno, 1,24 trimetilbenzeno; 2 e 4. metilfenol; 2,4 xilenol e

naftaleno) e de acidos carboxilicos (acetato, propionato e butirato).

GIRLING (1989) utilizou um indéculo de bactérias para a biodegradagdo de
compostos orgénicos em um experimento com dez dias de duragdo conduzido a temperatura
de 20°C e mantido continuamente sob homogeneizagdo. Apds o experimento, as amostras
foram filtradas para a retirada  das bactérias em supensdo e gotas de Oleo. Testes agudos

(48h) realizados com o copépodo Acartia tonsa indicaram redugdo da toxicidade em cerca de

MONTGOMERY et al. (1988). Produced (formation) water: Methods development and preliminary
toxicity tests results. Apud SHIFF et al. (1992). A comparative evaluation of produced water toxicity.
In: RAY, J. P. and ENGELHARDT, F. R. eds. Produced Water: Technological/Environmental Issues
and Solutions. Environmental Science Research, v.46. new york, Plenum Press. p.199-207.
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80%. Em testes crénicos com duragdo de 21 dias ocorreu um aumento significativo da
populagiio de copépodos nas concentragdes de 0,5 a 15% das amostras biodegradadas, em
contraste com uma diminui¢do nas concentragdes de 1 e 5% das amostras ndo

biodegradadas.

Devido as condigbes experiinentais adotadas nos dois trabalhos anteriores, os
resultados obtidos podem estar superestimando o processo de biodegradagiio sob condigdes

naturais.

No entanto, o estudo conduzido por STROMGREN et al. (1995) foi o que mais se
aproximou do proccéso natural de biodegradagio no mar, através do uso de dgua do mar
como inéculo. Em experimentos iniciais realizados com agua de produgiio nio diluida foi
obtida inibigio completa da atividade bacteriana devido provavelmente a alta salinidade da
amostra e concentragdes elevadas de compostos inorgdnicos. Baseado nesses resultados os
experimentos de biodegradagéo foram conduzidos com 4gua de produgfo na concentrago de
10% e a duragdo do experimento foi de 28 dias & temperatura de 20°C. Os resultados
indicafam' redugio acentuada principalmente dos fendis devida em parte ‘a evaporagdo
durante a homogeneizago didria da amostra. Para avaliar a toxicidade das amostras brutas e
biodegradadas foram utilizados testes de toxicidade com organismos. pertencentes a
diferentes niveis troficos. A microalga Skeletonema costatum, mexilhGes jovens de Mytilus .
edulis, o bivalife Abra alba, e embrides da ostra Crassostrea gigas. Nas amostras
biodegradadas provenientes de trés diferentes campos de produgdo houve redugdo
significativa da toxicidade para M. edulis e A. alba nos campos 2 e 3, e para C. gigas
somente no campo 3. No entanto para o campo 1 ocorreu aumento significativo da

toxicidade para M. edulis.

Esses resultados confirmam a importancia da utilizagdo de diferentes organismos
para a detecgdio de variagio da toxicidade em amostras de efluente e também evidenciam a
natureza complexa da agua de produgdo que em alguns casos pode ter a sua toxicidade
aumentada através da fdrmagﬁo de subprodutos mais toxicos apés ter sido submetida ao

processo de biodegradagdo.

A comparacﬁd da toxicidade apresentada pela dgua de produgdo ndo tratada através

do uso de diferentes organismos no presente estudo com dados da literatura mundial de
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testes de toxicidade aguda e cronica de curta durag8io mostrou uma grandé similaridade entre
a faixa de valores de CL e CES50 obtidos. No presente estudo a toxicidade da agua de
produgio variou de 0,24 a 24,3% para todos os organismos e respostas bioldgicas utilizadas

(Tabela 15), enquanto nos dados da literatura a toxicidade variou de 0,2 a 67,6% (Anexo 2).

No Anexo 2 é interessante observar que a sensibilidade a 4gua de produgéo varia de

‘acordo com os organismos e respostas biolégicas empregadas e também em fungdo da

composigdo da agua de produgéio utilizada. Se tomarmos como exemplo os trabalhos de

SCHIFF et al. (1992) e BRENDEHAUG et al. (1992) isso fica evidente.

Em SCHIFF et al. (1992) a comparagdo da sensibilidade dos diferentes testes de
toxicidade utilizados mostrou o de fecundagdo com o ourigo Strongylocentrotus purpuratus
como o mais sensivel (CES0 de 0,74 a 1,73%), seguido pelos testes com Menidia beryllina
(CL50 >1,12 a 5,8%), M. bahia (CL50 de 4,9 a 11,8%), Microtox (CE50 de 8,9 a 16,6%) e
Neanthes arenaceodentata (CL50 de 18,1 2 28,5%).

No entanto, no estudo conduzido por BRENDEHAUG et al. (1992) o teste Microtox
foi o mais sensivel com valores de CE50 variando de 4 a 20% de agua de produgdo, seguido
pelo testé com Artemia sp (CL50 de 1,9 a 35,7 % de AP)e S. coS"Zatum (CE50 de 4,5 a 50%
de AP). |

No mesmo anexo também observamos que em nivel individual os testes mais
utilizados foram o Microtox com a bactéria V. fisheri seguido do teste com a microalga S.
costatum e do teste com o copépodo A. tonsa. Em nivel de grupo, os crustéceos (12) foram
os mais utilizados seguidos pelas algas (8) e, bactéria (6) e moluscos (6) em igual numero de

VQZCS.

Para a avaliagio da toxicidade das amostras de agua de produgdo utilizadas no
presente estudo, devem ser considerados fatores relacionados com a varia@ﬁo da
sensibilidade dos diferentes lotes de organismos e precisdo dos métodos de teste utilizados, a
variabilidade do eﬂuente, suas caracteristicas fisico-quimicas, a simulagdo do tratamento
fisico e quimico a que as amostras foram suvbmetidaske a diluigfio da 4gua de produgdo no

coIpo receptor.
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A variag#o da sensibilidade, dos diferentes lotes de organismos utilizados nos testes
de toxicidade com substéncias de referéncia, pode interferir na precisio dos resultados se os

organismos apresentarem sensibilidade maior ou menor que o valor médio obtido.

Entre todos os testes de toxicidade utilizados, o teste de fecundagdo com L.
variegatus foi o que apresentou maior variagio de sensibilidade. De doze testes realizados,
cinco apresentaram valores das CE50 fora do intervalo delimitado. Dois lotes utilizados
apresentaram menor sensibilidade, enquanto trés foram mais sensiveis. A variagdo da
sensibilidade do teste de fecundagdo pode ser atribuida a mudangas das condi¢Ses dos
organismos relacionadas ao tamanho, dieta, fase do ciclo reprodutivo, condigdes e periodo de

manutengdo dos adultos, método do teste e substincia de referéncia utilizada.

Os ourigos utilizados no presente estudo nem sempre foram coletados no mesmo
local e este fator poderia estar influenciando a qualidade dos gametas obtidos. O tamanho
dos ourigos pode estar relacionado com a sua maturidade reprodutivé € como consequéncia,
com a qualidade dos gametas. No presente estudo Pprocurou-se coletar ourigos apresentando o
mesmo tdmanho, mas isso nem sempre ocorreu. GARCIA et al. (1996) determinaram uma
relagdo entre diferentes classes de tamanho, entre 30 e 70mm de didmetro, do ourigo L.
variegatus e indice de maturidade gonadal. Essa relagdo foi diferente para machos e fémeas.
Nas fémeas, as etapas de desenvolvimento gametogénico acompanharam o crescimento dos

individuos até a classe de 60 mm. Nos machos, o desenvolvimento gametogénico nfo

acompanhou o crescimento dos individuos, mas nas classes de 55 e 65mm foram observadas

maiores porcentagens de espermatozdides.

Os ourigos utilizados no presente estudo foram coletados em diferentes épocas do
ano e apresentavam diferentes classes de tamanho. Portanto, dependendo da época do ano,
caso exista alguma variagdo sazonal relativa a uma maior ou menor viabilidade dos gametas,
e|do tamanho dos ourigos utilizados, esses fatores podem ter interferido na sensibilidade dos

testes.

No entanto, ségu.ndo 'CHAPMAN (1995), essas mudangas refletem variagbes que
ocorrem constantemente nas populagdes naturais de organismos que os testes de toxicidade

sdo destinados a proteger.

1
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A polispermia ou um maior nimero de espermatozdides do que o necessario para

fertilizar todos os 6vulos pode diminuir a sensibilidade do teste de fecundago com ourigo e

isso pode ter sido a causa da diminui¢o da sensibilidade dos testes realizados em 17/8/97 e
1/4/98.

Embora alguns dos lotes de organismos utilizados tenham apresentado variagdo da
sua sensibilidade, os pardmetros fisico-quimicos de qualidade da 4gua e a maioria dos

controles dos testes estiveram dentro dos padrGes recomendados. Dessa forma os testes

realizados nido foram descartados.

Em relagio a precisfo intralaboratorial do teste de fecundagéio com L. variegatus, o

c‘oeﬁciente de variagdo obtido foi acima dos valores obtidos por outros autores. NIPPER et

al. (1993b) obtiveram valores de coeficientes de variagdo para o zinco € 0 DSS em testes de

|
fecundag@io com L. variegatus de 48,6 e de 21,2%, respectivamente. SCHIMMEL et al.

\ .
(1989) obtiveram coeficientes de variagdo de 55,9 % para o cobre e de 26,1% para o0 DSS em
testes de fecundagio com A. punctulata. Resultados similares foram apresentados pela EPA

(1991') com valores de 48,2% para o cobre e 33,3% para o DSS, em testes de toxicidade com

a mesma espécie.

. Nos testes de fecundagfio com A. punctulata realizados no presente estudo, os

coeficientes de variaéﬁo obtidos foram de 22,1% para o DSS ¢ de 80,6% para o zinco. O

valor para o zinco foi muito pféximo ao coeficiente de variagdo de 82% obtido para o teste

de fecundagdo com L. variegatus. Esses resultados talvez sejam uma indicagdo de que a

grande variabilidade apresentada pelo teste de fecundagio com L. variegatus seja decorrente
d‘a substincia de referéncia utilizada, ja que a mesma faixa de variagio foi obtida para 4.
p‘unctulata quando o zinco foi utilizado. BAY et al. (1993) em uma revisio sobre os testes de
fecundagéio com equinodermos indicaram uma maior variagdo dos testes nos quais um metal,

‘o caso o cobre, foi utilizado como substincia de referéncia. Os mesmos autores relacionam
uma série de fatores que podem interferir nos resﬁltados dos testes de fecundagdo com o
o‘urigo Strengylocentrotus purpuratus. Entre esses fatores estiio incluidos os métodos de
coleta de esperma, concentragdo do esperma, periodo de exposigdo, desempenho dos

controles, substancia de referéncia utilizada, dgua de diluigdo e espécie.

Os resultadosf; do trabalho de PHILLPS et al. (1998) sobre a varia{;ﬁo espacial e

temporal do teste deE fecundagdo com o ourigo S. purpuratus utilizando o zinco como
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substéncia teste reforcam algumas das hipoteses levantadas para explicar a grande variagio

dos resultados do teste de fecundagdo com L. variegatus obtidos no presente estudo. Os

c?eﬁcientes de variagdo foram de 86,5% nos testes realizados com ourigos mantidos no
laboratério e de 76,8% para ourigos obtidos em campo. Segundo os autores essa variagdo
[lde estar relacionada ao uso do zinco como substincia teste e a efeitos causados por

ferengas sazonais entre as temperaturas de campo e de laboratério e a temperatura de teste.

Em relagdo aos outros testes utilizados no presente estudo os valores dos coeficientes
de variagdio estiveram na faixa entre 17,7 e 23,6%. Esses valores indicam boa

re‘,produﬁbilidade dos testes e estdo muito proximos aos valores obtidos por outros autores
(NIPPER et al., 1993a,b; BADARO-PEDROSO, 1993; PROSPERI, 1993 e RODRIGUES

al, 1998).

Para os testes de toxicidade com M. juniae e embrides de L. variegatus foi definida
uTna faixa aceitdvel de valores da CL e CE50 para uma série de testes realizados com zinco
por NIPPER & PROSPERI (1993), durante um periodo de quatro anos. Esses valores foram
dL 0,25 a 0,45 mgZn/L para M. juniae e de 0,014 a 0,106 mgZn/L para L. variegatus. Os

valores obtidos no presente estudo, para ambos 0s testes, estdo dentro desse intervalo.

Segundo a EPA (1991), para a avaliagio adequada da variabilidade da toxicidade de
um efluente recomenda-se a realizago trimestral de testes de toxicidade com trés espécies

|
deerentes durante um periodo de um ano. O resultado do teste de toxicidade referente a

espécie ou resposta bioldgica mais sensivel é considerado como a toxicidade medida do

efluente analisado.

No presente estudo foram realizadas 18 amostragens de agua de produgio ao longo
de trés anos. Durante um periodo, as amostras foram mensais ¢ no outro, irregulares. No
entanto, devido ao grande nimero de amostragens realizadas, elas podem ser consideradas
representativas do efluente em questdo. Quanto aos testes de toxicidade, nem sempre foi

possivel realizar todos os trés testes com a mesma amostra.

Os testes que melhor caracterizam a toxicidade das amostras nio tratadas (AP1) ao

ot

]Ango desse periodo foram os testes de desenvolvimento embrio-larval com L. variegatus

~

este cronico) e microtox com V. fisheri (teste agudo) realizados em paralelo com 6

amostras coletadas em abril/ junho/96, agosfo/97, fevereiro/ abril e maio de 98. Dessa forma,
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a toxicidade média da agua de produgéo esta representada por valorés de 0,83% (+0,46) para

Q teste embrio-larval e de 2,56% (£1,77) para o teste Microtox.

E importante ressaltar que devido a alta salinidade da 4gua de produgdo, que variou
de 59 a 157%o, optou-se pelo ajuste da salinidade de todas as amostras para remover a
il‘lﬂuéncia da salinidade sobre a toxicidade. Essa decisdo foi baseada em estudos prévios
calizados pela FUNDESPA (1992), SCHIFF et al. (1992), D’UNGER et al. (1996), PHAN

et al. (1994) e SOUSA & TOMMASI (1997).

-t

Nos estudos da FUNDESPA que abrangem os trabalhos de PHAN e SOUSA &

TOMMASI, publicados posteriormente, foram realizados experimentos preliminares para

verificar o efeito da adigio da 4gua destilada no ajuste da salinidade para os testes com

misidaceos. Os resultados obtidos indicaram que a adigdo da 4gua destilada ndo afetou a

qualidade da 4gua e nem a sobrevivéncia dos organismos.

No estudo de D’UNGER et al. (1996) o uso de 4gua destilada para ajustar a
salinidade das amostras de 4gua de produgdo também no apresentou toxicidade, pois esse
procedimento foi utilizado em vérios estudos prévios realizados por eles em testes de

fecundagdo e desenvolvimento embrio-larval com A. punctulata.

SCHIFF et al. (1992) realizaram experimentos com o misidéceo M. bahia e amostras
de 4gua de produgiio com salinidade e pH ajustados e ndo ajustados. Nos experimentos com
alinidade ajustada, foi adicionada agua destilada para a‘obtengﬁo de uma salinidade final de

0%o ¢ pH 8,0, enquanto nos outros, as diluigées de agua de produgdo foram preparadas

S
2
adicionando-se dgua do mar com salinidade de 20%o. Nessa segunda série de experimentos, o
u

so de agua de produgdo hipersalina (188 a 196%o) resultou em vaérias salinidades nas

diiferentes dilui¢des-teste. Os valores da CL50; 96h para os experimentos com salinidade
ajustada e nfo ajustada foram de 5,27% e 8,15% de dgua de produgdio, respectivamente. Os
tratamentos onde foi feito ajuste de salinidade e pH, concomitantemente, apresentaram

pouco efeito sobre os resultados e indicaram até menor toxicidade das amostras ajustadas. O

misiddceo M. bahia apresenta uma boa tolerdncia a variagdes da salinidade, pois é uma

espécie estuarina e isso provavelmente deve ter influenciado os resultados.

Outro trabalho onde também foram avaliados os efeitos da salinidade sobre a

toxicidade da 4gua de produgio hipersalina foi realizado por MOFFITT et al. (1992). Neste,
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a|agua de diluigfio utilizada para o preparo das solugdes teste foi constituida de 4gua do mar
artificial, com salinidade entre 25-26%e. Foram realizados testes de toxicidade cronica de
curta duragdo (7 dias) com o misidaceo M. bahia e o peixe Cyprinodon variegatus. Para
determinar se a toxicidade observada para as duas espécies poderia ser atribuida & alta
salinidade inicial, entre 58 a 150%0, das amostras de dgua de produgdo, foram calculados os
coeficientes de correlagio para os valores de CL50; 96h e¢ 7 dias. Os coeficientes de
correlagdo obtidos ndo foram significativamente diferentes de zero, indicando nfio haver

relagdo significativa entre a sobrevivéncia ¢ a salinidade.

No entanto, PILLARD et al. (1999) determinaram os valores da CL50; 48h de
concentragdes salinas variando de 0 a 80%o para as duas espécies anteriormente estudadas.
Os resultados obtidos indicaram valores de CL50; 48h de 45%o € 70%o para M. bahia e C.

vrriegatus, respectivamente. Esses resultados mostraram que as altas concentragbes da

salinidade da 4gua de produgdio, presentes nos estudos de MOFFITT et al. (1992), podem

ocasionar efeitos letais aos dois organismos.

A toxicidade de solugbes hipersalinas pode ser devida as condigbes osméticas e
tamnbém ser resulfado de concentragbes especificas de céﬁos ions. As amostras de agua de
p‘roduqﬁo utilizadas no presente estudo apresentaram salinidade que variou de 59 a 157%s.,
enquanto a salinidade normal da 4gua do mar ¢ de cerca de 32%o. Organismos habitantes de
a‘mbientes marinhos como o Canal de Sdo Sebastifio s3o na sua maioria classificados como

espécies estenoalinas, ou seja, toleram apenas uma variagio reduzida na salinidade do meio

circundante, embora espécies eurialinas também ocorram no Canal.

O copépodo planctdnico eurialino Euterpina acutifrons possui ocorréncia registrada

em ambientes com salinidades variando de 8 ‘a 39%s e estudos laboratoriais mostraram a

capacidade de reprodugdo da espécie, em salinidades de 15 a 45% (MOREIRA &
‘AMASHITA, 1975). No entanto, estudos conduzidos por MOREIRA {1975) mostraram
ue populagdes dessa espécie, provenientes do estuario de Santos € do Canal de Sdo
Sebastido, exibiram diferentes tolerancias a variages da salinidade. Em um estudo posterior,
| OREIRA & VERNBERG (1978) atribuiram essa diferenga a capacidade regulatéria das

duas populagdes a diferentes niveis de contaminagio apresentados pelos dois locais. A

populagdo de copépodos do Canal de Sdo Sebastido apresentou capacidade de regulagfo

n‘letabélica em uma extensa faixa de salinidades quando foi utilizada dgua do Canal. Quando

foi utilizada dgua de Santos, ambas as populagdes apresentaram uma redugfio acentuada da
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capacidade de regulagdo em salinidades extremas. Anélises de chumbo e niquel realizadas

p’or MOREIRA & VERNBERG (1978) em uma amostra de dgua coletada em Saatos,

i1‘1dicaram valores de 0,27 mg/L de chumbo e de 0,2 mg/L de niquel. Dados recentes obtidos

pior MOREIRA et al. (1989) para o Canal de Sio Sebastiio indicaram valores < 0,004 ¢
0,006 mg/L de chumbo e niquel, respectivamente.

E Esse talvez seja o primeiro estudo realizado no Brasil, onde foi possivel demonstrar
f
o efeito sinérgico da toxicidade de amostras ambientais ¢ salinidades extremas (15 a 55%s),
sobre a capacidade de regulagdo metabdlica de uma espécie eurialina. Considerando-se a alta

salinidade apresentada pela agua de produgdo, aliada i presenga de varias substincias

qunmcas em concentra(;oes elevadas, é possivel que ocorram efeitos deletérios sobre
espec1es eurialinas e estenoalinas do plancton, caso as mesmas sejam atingidas pela pluma
40 efluente na sua zona de mistura. No entanto, somente estudos de campo, aliados a testes
l;laboratoﬁais, poderdo confirmar essa hipotese para a agua de produgdo langada no Canal de

!
Séo Sebastido.

| Resultados obtidos por NEFF & SMITH (1998), sobre os efeitos da pluma da dgua
d?‘e produgdo descartada de plataformas localizadas no Mar de Java na Indonésia, mostraram
uma diminuigdo das comunidades fitoplancténicas e zooplancténicas do local. Em ambos os |
césos, os autores questionaram se esses efeitos foram devidos as caracteristicas fisicas ou
té)xicas da 4dgua de produgfio. Um estudo de avaliagdo de risco também mostrou que o

zoopléncton local poderia ser adversamente afetado caso ele fosse atingido pela pluma do
e‘ﬂuente. Cabe ressaltar que o efluente estudado apresentou baixa salinidade em relagdo a
égua do mar e que devido a baixa densidade, a 4gua de produgio foi diluida vagarosamente.
I\f/Iodelagens mateméticas também mostraram que a diluigdo inicial da 4gua de produgio apos
seu Vdescarte ocednico variou de 12 a mais que 100 vezes, dependendo da taxa de descarte e

das condigdes oceanograficas locais.

O primeiro impacto da égua de produgéo descartada no Canal de Sio Sebastido
podera ser devido & alta salinidade, ja que o efluente ndo serd diluido antes db seu
langamento. A extens@o estimada desse impacto se dara aproximadamente até 10 metros de
distancia dos difusores do emissario submarino, onde estima-se a oconéncia de uma diluigéo

de cerca de 500 vezes.
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| Embora néo tenha sido objetivo do presente estudo avaliar o efeito integrado da alta
salinidade com os outros compostos presentes na agua de produgdo, todas as amostras

tiveram sua salinidade ajustada, estudos desenvolvidos por outros pesquisadores indicam a

pll'esenga de efeitos sinérgicos e antagénicos como resultado da interagdo entre salinidade,

compostos quimicos e especiagdo quimica de alguns compostos.

| DE LISLE & ROBERTS (1988) estudaram o efeito da variagdo da salinidade sobre a
|

toxicidade de diferentes espécies quimicas do ciddmio utilizando o misidiceo M. bahia em

te’stes de toxicidade aguda. A toxicidade do cidmio total foi menor em salinidades mais

Aelévadas, enquanto sob a forma de Cd** a toxicidade foi maior em salinidades extremas.

1

l SCHULER & HEAGLER (1998) estudaram o efeito da salinidade e do ion cloreto
né-bioacumulagz’io do cadmio sobre o peixe Menidia beryllina. A biodisponibilidade de
rrietais na agua € determinada pela espécie quimica dominante e em aguas com altas
ccimcentraqﬁes de cloreto, o cadmio ¢ complexado formando ions complexos com os ions
c-l‘oretq disponiveis. A exposigio de M. beryllina a 35ug/L de cddmio em salinidades de 0 a

! ,
20%o, resultaram na acumulagfo de 7,73 pg/g de Cd na salinidade mais baixa e de 1,50 pg/g

|
de Cd na salinidade mais alta. Esses resultados foram consistentes com um modelo
matematico proposto onde na salinidade zero somente 11,3% de cadmio apresenta-se sob a
forma de CdCI" e na salinidade de 20%o, 51% do cadmio apresenta-se como CdCI", 32%

» .
como CdCl, e 6,9% como CdCl;. Essas formas de cadmio ndo sdo consideradas

biodisponiveis e reforcam a hipotese de que a tornada de Cd por M. berylling é dependente

d? complexagdo quimica do Cd com fons cloreto.

|

I PALANCH & SANTOS (1996) estudaram o efeito combinado da variagdo da
szfﬂinidade- ¢ cobre sobre o metabolismo respiratério do caranguejo Ucides cordatus. Em
ccE)ndiqﬁes extremas de salinidade de 9 e 34%o, em relagio a salinidade isosmética do animal

(26%o), os organismos apresentaram um aumento significativo do consumo de oxigénio.

" Estudos realizados por TOLEDO & SANTOS (1996) através da exposigdo de U.
cordatus ao benzeno e a diferentes salinidades, indicaram alteragio das taxas de consumo de

e - . o« .
oxigénio. A exposigdo ao benzeno alterou o consumo, elevando-o em animais expostos a 9S

¢ diminuindo-0 em caranguejos expostos a 26 e 348S.
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Os diferentes padrGes de resposta exibidos pela mesma espécie indicam um modo de

-]

cio distinto apresentado pelas duas classes de compostos, metais ¢ orgdnicos quando os

(o]

rganismos foram submetidos a condig3es de estresse osmotico.

1 |

i AIDAR et al. (1994) avaliaram o efeito da agua de produgfo tratada com peroxido
de hidrogénio, sem ajuste prévio da salinidade, sobre o crescimento da microalga S.
c‘lostatum. Os autores observaram efeitos sinérgicos entre a toxicidade do efluente ¢ a
salinidade sobre o crescimento da alga e concluiram que a disposigdo do efluente com alta

salinidade no Canal de Sdo Séebastiio podera vir a causar efeitos deletérios sobre a biota
local.

Enquanto a alta salinidade da agua de produgdo pode causar efeitos toxicos sobre a
biota, o desequilibrio idnico entre seus componentes, presente através de um excesso ou
) . .
deficiéncia dos seus ions, também pode ser uma fonte de toxicidade aos organismos.
{ :

As analises fisico-quimicas realizadas nas amostras brutas de agua de produgdo do
\

presente estudo mostraram esse desequilibrio idnico nas amostras que nfo tiveram sua

sfalinidade ajustada para a salinidade normal da agua do mar como também naquelas onde foi

fieito ajuste da salinidade (Tabelas 28 e 33).
| Na agua de produgéio bruta ndo diluida foram medidas as concentragdes de cloretos
as dmostras de abril/ junho ¢ julho de 96 e de calcio somente na amostra de abril de 96. As
concenfragﬁies de cloretos variaram de 37000 a 65200 mg/L, enquanto a concentragdo média
para a agua do Canal de Sdo Sebastifio é de 17700mg/L. A concentragdo de célcio foi de
1@800 mg/L, enquanto as concentragdes consideradas normais para dgua do mar variam de
593 a 427 mg/L. Ambas as anélises indicaram um excesso de cloretos (4nion) e célcio

(cation) em relagdo as concentragées normais da dgua do mar (Tabela 28).

' Nas amostras de agua de produgio de agosto/ outubro de 1997 e fevereiro/abril de
1998, diluidas coin 4gua destilada para ajuste da salinidade até 34%e, foram feitas medidas
de cloretos, célcio, estroncio, magnésio e potassio. Os ‘resultados obtidos indicaram um
elxcesso de cloretos nas amostras de agosto/ outubro/97 e fevereir§/98, e uma deficiéncia na
arnostra de abril/98, em relagfio 4 concentragio média de cloretos para as aguas do Canal de
Sdo Sebastido. Os cations calcio e estrncio apresentaram concentrages acima das

concentragdes normais da dgua do mar em todas as amostras. As concentragdes de magnésio
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foram proximas as concentragdes normais da adgua do mar na amostra de agosto de 97 e
deficientes em todas as outras. As concentragdes de potassio foram deficientes em duas
amostras e acima das.concentra¢les consideradas normais, na ultima amostra (Tabelas 29 a
3113).

|

PILLARD et al. (1996) determinaram os efeitos téxicos de diferentes salinidades e
dfe fons especificos, na sobrevivéncia do misiddceo M. bahia apds 48h de exposigdo a
sicﬂinidadés variando entre 0 a 60%o. Fizeram também, manipulag&es dos fons potassio (K*),
magnésio (Mg™"), célcio (Ca™), estroncio (Sr'™), sulfato (SO;), bicarbonato (HCO3),

brometo (Br") e borato (B4O;). A salinidade nas solugdes contendo diferentes

cpncentraqc”)es dos ions especificos foi mantida a 31%. , através do ajuste das concentragdes

de sodio e cloreto. A sobrevivéncia dos misidaceos foi reduzida em solugdes com baixas e

altas salinidades. Em baixas salinidades a CL50; 48h foi de 3,9%o ¢, em altas salinidades, a
CL50 foi de 43%o. A sobrevivéncia de 100% dos organismos foi obtida em salinidades

variando entre 7 e 40%o.

‘ Os ions testados produziram trés padrées de respostas sobre os misidaceos:
{

toxicidade devida a um excesso e deficiéncia do ion, toxicidade devida somente a um

excesso do ion e nenhuma toxicidade.
|
|
i
\

causaram toxicidade tanto em altas, como em baixas concentragdes. Para o célcio, as

O primeiro padrdo de toxicidade foi exibido pelos ions célcio e potassio que

concentragdes responsaveis por elevadas mortalidades foram maiores que 1202 mg/L e

menores que 120 mg/L ¢ para o potéassio foram de 3910 e 117mg/L.

I O segundo padréo de toxicidade foi exibido pelos ions magnésio, bicarbonato, borato
(B:O7) e sulfato que apresentaram toxicidade ao misidaceo somente na presenga de um

excesso de ions. Os ions estréncio e brometo (Br) ndo causaram toxicidade em nenhuma

das concentragdes testadas.

‘ DOUGLAS & HORNE (1997) realizaram um estudo similar com M. bahia em testes

de toxicidade aguda com 96h de duragdo e incluiram experimentos para verificar quais fons

L. , . e A s L .. A
seriam necessarios para a sobrevivéncia através da variagfo da salinidade sobre a tolerincia

|

da espécie, apds exposigio a diferentes concentragdes i6nicas. Os ions estudados foram o Ca,

K, Mg ¢ Br em salinidades variando de 10 a 35%o. Somente a mistura dos ions Ca, Mg, K e
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Br nas concentragdes encontradas na dgua do mar resultaram na sobrevivéncia completa dos

.

n‘usidéceos apds 96 h. Os ions Ca, Mg e K apresentaram efeito' téxico em concentragdes

altas e baixas. O-ion Br nfo apresentou efeito toxico significativo ‘em nenhuma das
concentragGes testadas entre 5 a 480 mg/L, embora ha concentragdo de Smg/l tenha ocorrido
&oﬁalidade em niveis nfo significativos, entre 20 a 40%. Em salinidades baixas houve
diminuic;io da tolerancia de M. bahia a um excesso dos ions K, Ca e Mg e em salinidades

altas ocorreu aumento da tolerdncia a um excesso de célcio e magnésio.
|

sobrevivéncia do misidiceo M. bahia, embora tenha ocorrido divergéncia entre os resultados

Ambos os trabalhos mostraram a importdncia do desequilibrio i6nico na
relativos ao magnésio.

A ocorréncia do misidaceo M. juniae foi registrada, até hoje, apenas em ambientes
cbm salinidade entre 32 a 35%o. No entanto, em experimentos laboratoriais conduzidos por
I\‘WIPPER et al. (1991) foi observada a sobrevivéncia de mais de 80% dos organismos nas
alinidades de 21 a 45%o, ap6s um periodo de 96h. A CL50; 96h para baixas salinidades foi

entre 18 e 21%o e para altas salinidades foi > 45%c. Esses resultados mostraram o

72

comportamento eurialino da espécie quando submetida a estresse osmotico sob condigdes

i
laboratoriais.

" A comparagdo da tolerdncia a variagdes da salinidade apresentada por Mysidopsis
bahia e Mysidopsis juniae mostra que as duas espécies apresentam capacidade de regulagio

o‘smética em altas e baixas salinidades, embora M. juniae apresente menor tolerancia a

w

alinidades baixas. Essa diferenga pode ser explicada pelo tipo de ambiente onde as espécies

ocorrem. M. bahia é uma espécie estuarina e a presenga de M. juniae sé foi registrada até

hoje em ambientes marinhos.

Embora néo existam estudos com M. juniae referentes a sua tolerancia a um excesso

ou deficiéncia de ions, é possivel que essa espécie apresente respostas similares as respostas
apresentadas por M. bahia. Se essas suposigdes forem verdadeiras, as concentragdes de
cla’l]cio' e potassio encontradas nas amostras de agua de produgdo de agosto/outubro/97 e
fevereiro/abril/98 seriam responsdveis por parte dos efeitos tOxicos apresentados pelas
amostras de acordo com os estudos de PILLARD et al. (1996) e DOUGLAS & HORNE
(‘1997). Em relagdo ao magnésio, de acordo com os resultados obtidos por PILLARD et al.

(1996) as concentragdes deficientes desse ion nio estariam afetando a sobrevivéncia dos
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m"isidéceos, mas se considerarmos os estudos de DOUGLAS & HORNE (1997) as

.‘ “n . P . ’ . 3 T
dificiéncias do magnésio poderiam estar sendo responsaveis por efeitos toxicos.

‘1 As analises de outros constituintes inorganicos na agua de produgdo indicaram a
presenga de altas concentragdes de alguns metais em relagdo as concentragSes na dgua do
mar O bario, o boro, o chumbo, o cobre, o ferro e o zinco foram encontrados em
céncentracées cerca de 10 a 1000 vezes mais elevadas que as concentragdes normalmente
eAwntradas na agua do mar, em pelo menos uma das amostras nfo diluidas de agua de
pr‘odugﬁo (Tabelé 28).

j

j Nas amostras diluidas de agua de produgio (Tabela 33) foram feitas andlises de
bzf'm'o, chumbo, cobre, ferro e zinco. Nessas amostras, as concentragdes de bario e ferro
permaneceram muito elevadas, enquanto as concentragdes de chumbo, cobre e zinco foram
cérca de 10 a 400 vezes mais elevadas que as concentragdes da dgua do mar, em pelo menos
ufna das amostras analisadas.

l As concentragdes individuais de alguns desses metais podem ser responsaveis por
etLeitos letais e subletais sobre os organismos testados. Comparado-se- os resultados da Tabela
3:3 com o Anexo 1, para o chumbo, a concentragdo de 0,3 mg/L medida na amostra de agosto
dfe 1997 pode ter sido responsavel por parte do efeito toxico observado para a bactéria V.
ﬁ;[sheri. Para o cobre as concentragdes de 0,15 e 0,04 mg/l. medidas nas amostras de agosto e

outubro de 1997 podem ter ocasionado efeitos deletérios sobre V. fisheri e M. juniae.
E‘r’nbora ndo existam dados na literatura sobre os efeitos subletais do cobre sobre L.
vagriegatus, concentragGes de 0,014 a 0,029 mg/L parecem ter sido responsiveis por efeitos
sébre os gametas e embrides dos ourigos A. punctulata e S. purpuratus. Para o zinco todas as
concentragdes medidas nas amostras de agosto/ outubro de 97 e fevereiro/abril de 98 podem
te!r sido responséveis por parte dos efeitos letais e subletais observados para V. fisheri, M.

Juniae e L. variegatus.

O bario foi um dos metais encontrados em concentragdes muito elevadas nas

amostras diluidas de dgua de produgfio que variaram de 10,6 a 45,2 mg/L. (Tabela 33). Os
altos valores encontrados s@o devidos aos residuos dos fluidos de perfuragdo que possuem
cémo um dos seus componentes principajs a barita ou sulfato de bario (BaSO,). Até
recentemente, acreditava-se que o bdario apresentava pouca toxicidade aos organismos

marinhos devido a sua baixa solubilidade na agua do mar, pois em  contato com o sulfato
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p}esente na mesma, seria precipitado sob a forma de barita tornando-se ndo biodisponivel

(‘{l&PI, 1995; SPANGENBERG & CHERR, 1996).

‘ Estudos de campo desenvolvidos por CHERR & FAN apud API (1995) mostraram a
bloacumulagao do bério por mexilhGes mantidos a distancias de 1 e 10 metros dos difusores
dg: um emissario de dgua de produgdo, com altas concentragdes de bario. As concentragdes
die bario presentes nos tecidos foram de 0,7 e 1,04 ing/Kg de peso umido, em relagdo a
cgnoentragﬁo nos tecidos dos organismos controle mantidos em um local distante da pluma
do efluente, menor que 0,48 mg/Kg de peso imido.

} Estudos laboratoriais demonstraram que o bario dissolvido ou coloidal pode
aiprese-ntar toxicidade a fases de vida sensiveis de organismos marinhos. Nesses estudos foi
observado que concentragles de 0,3 e 0,4 mg/LL de bario dlssolv1do inibiram o
desenvolvnnento embrionario do mexilhdo Mytilus californianus em testes laboratoriais com
48h de duragfio, particularmente, a diferenciagdo celular da fase de pré-gastrula. Os
experimentos foram realizados com acetato de bario, pois é a unica forma de bario que nfo
p]recipita na agua do mar, em concentragdes menores ou iguais a 10 mg/L. Em concentragdes
nilaiore-s que 10mg/L a toxicidade diminuiu com o aumento das concentragdes, sugerindo que
o, ion bério dissolvido, e ndo particulas de barita, foram responsaveis pelos efeitos toxicos.
Esses resultados também sdo consistentes com o progndstico de que a complexagdo do bario

|

com dcidos orgénicos diminui a taxa de precipitagdo do bario na dgua do mar (CHERR &

|
FTN apud API, 1995).

| SPANGENBERG & CHERR (1996) estudaram os efeitos do bério sobre o
dgsenvolvimento embrio-larval do bivalve Mytilus californianus. As larvas véliger exibiram
dzescnvolvimento anormal e retardado apds 48h de exposi¢do a concentragdes nominais de
ai:etato de bario variando entre 0,2 e 0,8 mg/L. Em concentragGes nominais menores que 0,2
mg/L e maiores que 0,9 mg/L (que correspondem a concentragdes medidas de 0,2 e 0,6

g/L) ndo foram observados efeitos significativamente diferentes do controle.

|
CiHERR, G. N. & FAN, T. W.-M. (1993). Chronic toxicological effects of produced water on
reproduction and development in marine organisms. p.60-66.In: R.J. Schnitt, ed., University of
California Southern California Educational Initiative. Prograri Overview. March 1993. Report to the
U S. Dept. of the Interior, Minerals Management Service, Pacific OCS office, Camarillo, Ca apud API
(1995) Barium in produced water: fate and effects in the marine environment. Publication number
4633.
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Em concentragdes maiores que 1 mg/L foi observada a presenga de um precipitado nos
frascos-teste. A presenga desse precipitado provavelmente foi devida a formagdo de sulfato
de bario. A CE50 obtida foi de 0,189 mg/I. e a CENO de 0,1 mg/L.

Esses resultados sugerem que a diluigdo da agua de produgdo, contendo altas
concentragdes de bario, no corpo receptor pode resultar na répida precipitagfio do ion béario
na presenga de altas concentragdes do sulfato da dgua do mar, formando um precipitado na
forma de BaSO, niio disponivel biologicamente. Os niveis de bario seriam rapidamente
diminuidos até 1 mg/L e proximo dessa concentragdo, parte permaneceria soliivel e portanto,
biodisponivel. Aliado a isso, parte do bario presente na agua de produgfo esta complexado a
varias moléculas organicas. Apds a mistura com a agua do mar, esses compostos podem se

dissociar liberando a forma i6nica do bario que estaria biodisponivel.

No presente estudo, as concentragdes nominais de bario observadas nas
concentragdes de agua de produgdo de agosto de 97 e fevereiro/abril de 98, podem ter sido
responsaveis pelos efeitos subletais sobre o desenvolvimento embrio-larval de L. variegatus.
Elas estdo na mesma faixa de concentragdes obtidas por CHERR & FAN apud API (1995) e
SPANGENBERG & CHERR (1996) de 0,2 a 0,6 mg/L. de bario, responsaveis pelo

desenvolvimento anormal dos embribes de M. californianus.

Os valores das CE50; 24-28h de 4gua de produgfio obtidas para os testes embrio-
larval com L. variegatus nas amostras de agosto de 97 ¢ feve-reiro.{ abril de 98 foram de
1,09%, 1,64% e 0,65%. Os valores equivalentes das concentragbes nominais de bario nessas
dilui¢des de agua de produgdo foram de 0,52 mg/L, 0,29mg/L e 0,65mg/L. de bario. Esses
resultados indicam que o bario pode ter sido responsavel pela toxicidade apresentada pelas

amostras de agua de produgio sobre o desenvolvimento embrionario de L. variegatus.

Outros compostos que podem ter contribuido para a toxicidade da dgua de produgdo

sdo representados pelo nitrogénio amoniacal, sulfeto e compostos orgénicos.

O nitrogénio amoniacal ou amdnia total medida nas amostras brutas e diluidas da
agua de produgiio apresentaram concentragSes muito elevadas (Tabelas 5, 28, 29, 30, 31 e
32). Essas concentragdes foram muito superiores aos valores responsaveis por efeitos
subletais nos organismos testados considerando-se que a toxicidade dajam(‘mia ¢ devida a sua

fragdo toxica representada pela amoOnia ndo ionizada (NH;). Para a bactéria V. fisheri a



J

®

e

(““

99

concentragdo de amdnia ndo ionizada responsavel por causar diminui¢do da luminescéncia
em 50% das bactérias expostas € de cerca de 1,49 mg/L. (SCHIFF et al., 1992). Para M.
Juniae uma concentragio de 0,87 mg/L de amdnia ndo ionizada (NH;), equivalente a 15,6
mg/L. de amonia total, foi responsavel pela diminuigio significativa do crescimento desse
misidaceo em testes de toxicidade cromica de curta duragdo, em um estudo conduzido por
BADARO-PEDROSO (1993). ZAMBONI (1993) obteve valores das CES0; 80min. e CE50;
24h de 1,89mg/L e 0,12 mg/L. de amdnia nédo ionizada nos testes de fecundagdo e embrio-
larval com o ourigo L. variegatus, respectivamente. Para os testes de fecundagiio e
desenvolvimento embrio-larval com 4. punctulata foram obtidos valores das CE50; 60min e
CES0; 48h de 19,58 ¢ 1,48 mg/L de amoénia total e de 0,6 e 0,058 mg/L de aménia ndo
ionizada, respectivamente (CARR, com. pes. 1997)°,

Os estudos de identificagfio da toxicidade, apresentados no segundo capitulo do
presente projeto, mostraram que a adigdo da alga Ulva sp ds amostras de 4gua de produt;io
foram responsaveis pela remogfio de grande parte da aménia presente. Nos testes de
toxicidade conduzidos com' essas amostras houve redugfio significativa da toxicidade,
indicando que a amdnia ¢ responsavel por parte da toxicidade apresentada pela agua de

produgdo.

As concentragdes de sulfeto nas amostras brutas de gua de produgédo foram elevadas‘
e variaram de 4,38 a 80 mg/L. Embora o tratamento quimico com peréxido de hidrogénio
tenha sido muito eficiente na redugfo desse composto, os testes de toxicidade realizados com
amostras brutas (AP1) e tratadas (AP2) ndo mostraram redugio da toxicidade na mesma
propor¢io indicando que o sulfeto apesar de estar presente em altas concentragdes,

provavelmente néo contribui para a toxicidade apresentada pelas amostras (Figura 19).

Em alguns estudos realizados sobre a toxicidade da agua de produgio, os compostos
orgénicos foram considerados como uma das classes de compostos responsaveis por parte da
toxicidade ‘apresentada a varios organismos (SCHIFF et al., 1992; STROMGREN et al.,
1995; FLYNN et al., 1996).

’CARR, R. S. (1997). ( USGS, BRD, CERC, Marine Ecotoxicology Research Station, TAMU-CC,
Center for Coastal Studies, Corpus Christi, TX, USA). Comunicagdo pessoal.
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No presente estudo foram realizadas andlises de Oleos e graxas, fenol e BTEX.
Segundo BROWN et al. (1988, 1992) a medida de dleos e graxas expressa o conteiido de
hidrocarbonetos de petréleo (compostos nio polares) e acidos organicos (compostos polares)
presentes na agua de produgfo. Os hidrocarbonetos de petréleo sdo constituidos pelos
compostos alifiticos, -aromdticos mononucleares ¢ polinucleares. Andlises quimicas
realizadas em amostras de dgua de produgdo de diferentes plataformas do Mar do Norte
mostraram que entre os hidrocarbonetos aromaticos mononucleares, os mais abundantes sdo
o benzeno, tolueno, etilbenzeno, xileno e C-; e C-; benzenos. Eles estdo presentes em
concentragdes variando de 10 a cerca de 40mg/L. Entre os aromaéticos polinucleares, o
naftaleno ¢ o hidrocarboneto mais abundante e em conjunto com os outros aromaticos
polinucleares sdo encontrados em concentragdes variando de 0,5 a 7mg/L. Em relagdo aos
4cidos orgénicos, os Acidos graxos volatéis foram a principal classe de orgﬁnicos presentes

na agua de produgédo e o acido acético foi o mais abundante (FLYNN et al., 1996).

As andlises de 6leos e graxas, nas amostras brutas e diluidas de dgua de produgio do
presente estudo, mostraram concentragdes muito elevadas desse pardmetro. As
concentragdes nas amostras brutas variaram de 32 a 100 mg/L, enquanto nas amostras
diluidas foram obtidos valores variando de 12 até 264 mg/L. O limite maximo permitido de
acordo com a Legislagio Federal ¢ de 20 mg/L, enquanto a Legislagio Internacional
recomenda o valor de 40mg/L como o limite maximo permitido em efluentes provenientes

de plataformas de petroleo (BRASIL, 1986; NIHOUL & DUCROTOQY, 1994).
Nas amostras diluidas de agua de produgio bruta as concentragdes de benzeno
variaram de <0,008 a 3,83 mg/L, tolueno de <0,008 a 6,61mg/L, de etilbenzeno de <0,006 a

1,43 mg/L e de xileno de <0,010 a 9,71 mg/L.

Para V. fisheri e M. juniae valores das CESO e CL50 para o benzeno responsaveis

‘por efeitos letais foram de 27,5mg/L e 17,36 mg/L, respectivamente. Para o teste de

fecundagdo com o ourigo S. purpuraius o valor de CE50; 80 min. para essa espécie foi de 9,8
mg/L. (BADARO-PEDROSO & SANTOS, dados néo publicados; SCHIFF et al., 1992). Para
o tolueno, o tmico dado encontrado foi referente a V. fisheri que apresentou um valor de

CE50; 15 min. de 19,7 mg/L (Anexo 1).

Os poucos dados disponiveis sobre a toxicidade dos hidrocarbonetos aromaticos

mononucleares (BTEX) para as -espécies utilizadas no presente estudo indicaram que as

oC =~y
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concentragdes desses compostos, provavelmente, ndo foram responsaveis pelos efeitos
toxicos apresentados pelas amostras de agua de produgfio. No entanto, existe a possibilidade
de outros hidrocarbonetos de petroleo como os aromaticos policiclicos, ndo analisados no

presente estudo, terem contribuido com a toxicidade observada.

Dados da literatura mostram que os hidrocarbonetos de petréleo podem contribuir
com a toxicidade da dgua de produgdo, mas nfio constituem a principal classe de compostos

responsaveis pelos efeitos observados.

Estudos realizados por SCHIFF et al. (1992) mostraram uma forte correlagéo entre a
concentragdo dos hidrocarbonetos de petrdleo totais (14 mg/L) e a toxicidade apresentada
por uma das amostras de agua de produgfo no teste agudo com M. bahia. Para essa amostra a
CL50; 96h foi de 4,9% de agua de produgdo. Os autores concluiram que parte da toxicidade

foi devida aos hidrocarbonetos de petréleo.

JOHNSEN et al. (1993) realizaram um estudo sobre a toxicidade da agua de
produgfio artificial preparada em laboratério. Eles simularam a composigio da agua de
produgdo através da mistura dos principais constituintes considerados suspeitos de ocasionar
toxicidade. Os componentes selecionados foram: dleo (representado por hidrocarbonetos
aromaticos dissolvidos), fendis e alquil-fendis, produtos quimicos de produgéo (inibidores de
corrosdo e floculantes) e metais pesados (Cu, Cr, Zn, Hg, Pb, Sr e Ba). A toxicidade da
mistura foi medida pelo teste Micrdtox e os efeitos dos componentes isolados e de suas
interagSes foram identificados. Os resultados mostraram que os aromaticos contribuiram
com a maior parte da toxicidade e entre eles, os naftalenos foram o grupo mais toxico,
enquanto os volateis benzeno, tolueno e xileno e a fragdo com 3 a 6 anéis aromaticos
contribuiram em menor proporgdo. Os resultados também mostraram que os aiquil—fenéis
contribuiram significativamente para a toxicidade total da 4gua de produgdo, sendo os Cs-

fendis os compostos mais toxicos. Os metais pesados e os produtos quimicos de produgdo

foram os que menos contribuiram para a toxicidade total.

STROMGREN et al. (1995) realizaram diferentes testes de toxicidade com quatro
organismos e amostras de dgua de produgio provenientes de trés plataformas de petréleo. Os
hidrocarbonetos de petréleo foram parcialmente responsdveis pela toxicidade de somente

uma das amostras nos testes com a alga S. costatum e a ostra C. gigas. Os autores concluiram
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que o restante da toxicidade poderia ser relacionada a presenga de fendis, metais pesados e

aos principais ions responsaveis pela salinidade e propriedades osmoéticas da dgua.

No estudo conduzido por FLYNN et al. (1996) com amostras de agua de produgdo
provenientes de quatro plataformas do Mar do Norte foram realizados testes de toxicidade
aguda com a bactéria V. fisheri (Microtox) e o copépodo Acartia tonsa. Os resultados
indicaram ndo haver correlagdo significativa entre as concentragdes de BTEX e a toxicidade
para V. fisheri e A. tonsa, enquanto para os fenois foram obtidas boas correlagdes para os
dois testes de toxicidade. Os resultados sugeriram que os fendis podem ser considerados

como uma das principais fontes de toxicidade das amostras testadas.

De acordo com as analises de fenois, realizadas nas amostras brutas e diluidas de
dgua de produgdo no presente estudo, as concentragdes variaram de <O,31 a 3,0 mg/l nas
amostras brutas € de 0,063 a 0,96 mg/L, nas amostras diluidas n#o tratadas. A comparagédo
desses valores com as concentragdes responsaveis por causar efeitos letais e subletais sobre
V. fisheri, M. bahia e A. punctulata, na faixa de 10 a >100mg/L de fenol, mostram que para
essas espécies ¢ pouco provavel que o fenol nas concentragdes medidas tenha contribuido

com a toxicidade observada.

O‘ tratamento das amostras de agua de produgdo através da oxidagdo quimica de
fendis com peroxido de hidrogénio, embora seja eficiente para a redugfio de fendis da
amostra, ndo apresentou redugdo da toxicidade na mesma proporgdo quando foram
comparados os resultados dos testes de toxicidade realizados com as amostrés brutas (AP1) e
tratadas (AP2). Esta é uma indicagdo de que o fenol nfio estaria contribuindo, de forma
significativa, para a toxicidade total das amostras de 4gua de produgio utilizadas no presente

estudo (Figura 19).

No entanto, a simulagéo do tratamento completo da agua de produgfo que inclui a
flotagiio seguida da oxidagfo quimica mostrou redugfio -da toxicidade em algumas das
amostras indicando que a classe de compostos removidos através do processo de flotagio, ou
seja os 6leos e graxas e parte dos solidos presentes, podem ser responséveis por parte da

toxicidade observada (Figura 19).

E importante ressaltar, mais uma vez, que a medida quimica do pardmetro 6leos €

graxas ndo abrange somente os hidrocarbonetos de petroleo, mas também os acidos
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orginicos. Segundo BRENDEHAUG et al. (1992) os acidos orgdnicos sdio encontrados em
altas concentragles na agua de produgio, mas nfo apresentam risco ambiental devido a sﬁa
baixa toxicidade. Dessa forma, na redugfo de 6leos e graxas apds o tratamento completo da
agua de produgdo estdio incluidos os hidrocarbonetos de petréleo e os 4cidos orgdnicos. A
redugdo de 6leos e graxas foi de cerca de 81,8% para a amostra de agosto/97, de 47,6% para
a amostra de outubro de 97, de 12,5% para a amostra de fevereiro/98 e de 33% para a
amostra de abril/98 (Tabelas 29,30,31,32), mas nem sempre essa redugdo foi acompanhada
da redugiio da toxicidade.

Embora o processo de flotagdo também tenha sido responsavel pela redugéo
significativa de solidos, como os solidos suspensos totais e voldteis, a redugfo das
concentragdes do nitrogénio amoniacal também foi observada e, provavelmente, foi devida a

volatilizagdo desse composto.

Embora tenha ocorrido redugéo da toxicidade nas amostras submetidas ao tratamento
completo da agua de produgio, essa redugiio variou entre as amostras e testes de toxicidade.
Essa variagdo pode ter ocorrido devido a alta complexidade da agua de produgdo e as

diferengas de sensibilidade entre os métodos utilizados.

Em uma amostra complexa como a agua de produgdo, as diferentes substincias
presentes podem interagir produzindo efeitos antagdnicos, aditivos ou sinérgicos e essa
interagdo é govemadé por uma série de fatores fisicos e quimicos como pH,b salinidade,
matéria orginica e especiagdo que interferem na complexagdo e biodisponibilidade dos

compostos presentes.

Em um estudo conduzido por BUIKEMA et al. (1981) utilizando um efluente
artificial de refinaria de petrdlec e testes de toxicidade aguda e crénica com M. bahia foi
possivel observar que a mistura dos principais componentes do efluente representados por
nitrogénio amoniacal, cromo, 6leos € graxas, fenol, sulfeto, s6lidos em suspensdo e zinco
resultou em efeito sinérgico dos constiuintes, ou seja, a toxicidade final da mistura artificial

foi maior do que a soma das toxicidades individuais de cada componente,

Uma outra classe de substéncias, os aditivos quimicos adicionados durante o
processo de produgdo de petréleo, ndo foram quimicamente analisados no presente estudo,

mas também podem estar contribuindo com a toxicidade das amostras testadas. De acordo
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com informagdes da PETROBRAS os aditivos usualmente utilizados nas plataformas de
petroleo sdo representados por inibidores de corrosdo (bissulfito de aménio) e de incrustagdo
(poliacrilatos), desemulsificantes (compostos a base de 6xido de etileno e propileno),
antiespumantes (6leo de silicone), floculantes (polieletrolitos) e biocidas (glutaraldeido

associado com amonio quaternario).

Devido 2 toxicidade apresentada pelo biocida a base de glutaraldeido e o inibidor de
corrosio 4 base de bissulfito de amonio, esses produtos estdo sendo gradativamente
substituidos por compostos menos toxicos, como o bissulfito de sddio em substituido ao

bissulfito de am6nio.

Em relagfo aos antiespumantes a base de 6leo de silicone PADROS et al. (1999) néo
observaram efeitos deletérios sobre uma comunidade microbiologica natural, em um estudo
de mesocosmos. BRENDEHAUG et al. (1992) encontraram valores de CE50 em testes de
toxicidade aguda com S. costatum, Artemia sp e V. fisheri (Microtox) de 120mg/L, 150mg/L
e 9 mg/L para cada uma das espécies testadas. No entanto, ndo podemos afirmar se esses

antiespumantes s3o do mesmo tipo dos utilizados pela PETROBRAS.

Dados sobre a toxicidade de floculantes ¢ inibidores de incrustagéo indicam valores
de CESO para S. costatum, Artemia sp e V. fisheri maiores que 1000 mg/L para o floculante e

entre 60 a >1000 mg/L para o inibidor, de corrosdo (BRENDEHAUG et al., 1992).

Os resultados do presente estudo indicaram vérias classes de contaminantes como
sendo contribuintes potenciais para a toxicidade da agua de produgfio, mas néio foi possivel
identificar e quantiﬁéar a contribui¢fio de cada grupo de compostos na toxicidade total do
efluente. Nesse sentido, o assunto abordado no segundo capitulo complementara essas

informag@es e auxiliard na interpretagiio dos resultados obtidos.
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4.1 REVISAOQO DA LITERATURA

Os estudos de avaliagio e identificagdo da toxicidade de efluentes surgiram em
decorréncia da dificuldade em se atingir niveis aceitdveis de toxicidade, estabelecidos na
legislagdo, em diversos tipos de efluentes nos Estados Unidos. Na realidade eles sdo um
componente de um trabatho mais amplo direcionado a avaliagdo e redugdo da toxicidade de
efluentes. Apresentam como objetivo principal a determinagdo das medidas necessirias &
remogdo da toxicidade de efluentes ou de sua manutengdo em niveis aceitaveis (MOUNT &
ANDERSON-CARNAHAN, 1988; FAVA et ai., 1989; BOTTS et al., 1989). O conceito de
avaliagfio e redugfio da toxicidade de efluentes foi criadc em meados da década de 80 e desde

entfio tem sido aplicado com sucesso (MCCULLOCH et al., 1998)

Para o estabelecimento das medidas necessarias, que incluem a modificagdo ou
implantagdo de sistemas de tratamento do efluente, & diminui¢do da toxicidade em niveis
aceitaveis é necessario o conhecimento das fontes responsaveis pela toxicidade, através da

realizagdo de um estudo de avaliagdo e identificagfo da toxicidade (AIT).

Um estudo de AIT é dividido tradicionalmente em trés fases. A primeira fase ¢ a
caracterizagdo de propriedades fisicas e quimicas dos contaminantes presentes no efluente,
através de manipulac,;ﬁes ou fracionamentos, seguidos de testes de toxicidade. Céda
fracionamento realizado é direcionado a alterar as propriedades dos compostos ou reté-los
tornando-os biologicamente indisponiveis. Os grupos de contaminantes que podem ser
indisponibilizados nessa fase sdo os volateis, material particulado, metais bivalentes, oxidantes,
e organicos nio polares. Os testes de toxicidade realizados antes e apds cada fracionamento
indicam a presenga ou ndo desses grupos através da redugdo ou ndo da toxicidade. A descrigfio -

detalhada dos métodos para a realizagiio dessa fase com efluentes langados em ambientes de

~dgua doce ¢ apresentada em MOUNT & ANDERSON-CARNAHAN (1988) ¢ NORBERG-

KING et al. (1991a).
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A segunda fase é direcionada a identificagdo de compostos presentes nos grupos de
contaminantes determinados na primeira fase. Nesta fase, métodos analiticos sdo utilizados apos
a recuperagdo, ou elui¢do, dos compostos retidos em colunas de resinas especificas, como a
resina da coluna de C18 e resinas de troca idnica. Diferentes valores de pH sdo usados para
revelar substincias que apresentam biodisponibilidade dependente do pH. A descrigiio detalhada
dos métodos para a realizagio dessa fase com efluentes langados em agua doce ¢ apresentada em
MOUNT & ANDERSON-CARNAHAN (1989).

A terceira fase, de confirmagdo de compostos identificados na segunda, apresenta
métodos gerais como na primeira. A combinagio de todos os resultados gerados ou soma de
evidéncias possibilita confirmar os compostos sob suspeita. A descrigdo detalhada dos métodos
para a realizagib dessa fase com efluentes langados em ambientes de 4gua doce ¢ apresentada
em MOUNT (1989). '

Antes da publicagio pela Agéncia de Protegio Ambiental Americana dos manuais
citados anteriormente, contendo os métodos para a realizagdo das trés fases de um estudo de
avaliagdo e identificagéo da toxicidade, o primeiro trabalho onde foi demonstrada a utilidade do
uso de fracionamentos para isolar a causa da toxicidade em efluentes de dgua doce e marinhos

foi o de WALSH & GARNAS (1983).

Devido a reconhecida utilidade apresenfada por esses métodos desde entdo eles tém sido
utilizados com a maior variedade possivel de efluentes, enquanto novos procedimentos tém sido

desenvolvidos.

DURHAN et al. (1990) descreveram a metodologia para a extragdo e concentragio de
compostos orgdnicos ndo polares, através da eluigdo de uma coluna de C18 com metanol,
seguida da analise quimica- das fragdes obtidas pelo método de cromatografia gasosa e
espectrografia de massa. Eles demonstraram a eficiéncia do método e, através das fragdes
obtidas, seguidas da realizagio de testes de toxicidade, identificaram os compostos responsaveis

pela toxicidade.
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HALL & MIRENDA (1990) apresentaram os diversos procedimentos de fracionamento
disponiveis, bem como uma lista de organismos utilizados em estudos de identificagdo da

toxicidade efluentes.

Os métodos de fracionamentos fisicos e quimicos com efluentes de agua doce,
caracterizados por exibir toxicidade cronica, foram descritos pela primeira vez por NORBERG-
KING et al. (1991b). ’

JOP et al. (1991) realizaram uma série de fracionamentos, subfracionamentos e analises
quimicas refinadas (cromatografia liquida de alta pressio- HPLC) para identificar a fonte de
toxicidade de um efluente tratado. Os resultados indicaram a amoénia ndo ionizada, como a

principal responsével pela toxicidade do efluente.

ANKLEY & BUKHARD (1992) conduziram um estudo parcial de avaliagdo e
identificagfio da toxicidade (fases 1 e 2) com o efluente de uma estagdo de tratamento de esgotos
que recebia apenas tratamento primério. A presenga de surfactantes foi indicada como a

principal classe de compostos responsaveis pela toxicidade.

MOUNT & MOUNT (1992) apresentaram um método para o controle do pH de

* amostras em testes de toxicidade, pela manipulagdo da concentragdo de CO, atmosférico em

camaras fechadas.

BOELTER et al. (1992) observaram a presenga de efeitos letais e subletais de amostras
ambientais sobre o microcrustaceo Ceriodaphnia dubia. Essas amostras foram coletadas nas
proximidades do local de descarte de um efluente salino de uma plataforma de petréleo. Apéds a
realizagdo de varios fracionamentos fisico-quimicos das amostras, ndo foi possivel identificar a
origem da toxicidade através dos procedimentos disponiveis. Somente com a realizagdo de
analises quimicas das amostras e correlagdo com os testes dé toxicidade foi possivel sugerir o
desequilibrio i6nico dos ions cloreto, sddio e potassio, como o responsivel pela toxicidade

observada.

CURTIS et al. (1995) identificaram os principais compostos responsaveis pela

toxicidade de um efluente de uma industria de circuitos de automoveis e computadores, através
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da realizagdo das fases 1 ¢ 2 de um estudo de avaliagdio e identificagdo da toxicidade. Os
compostos identiﬁcadoé foram um éster de fosfato e a amdnia ndo ionizada. Através desses
resultados foi possivel identificar quais etapas do processo de produgdo geravam esses produtos
e dessa forma, algumas modificagdes operacionais foram implementadas bem como a
substituicdo de alguns insumos utilizados. Todas esses medidas em conjunto resultaram na

diminuigio da carga toxica do efluente langado no corpo receptor.

HOCKETT & MOUNT (1996) determinaram a eficiéncia do EDTA e do tiossulfato de
sédio, na remogdo da toxicidade de 16 metais ao microcrusticeo Ceriodaphnia dubia. Os
resultados indicaram diferengas na remogdo de metais pelos dois agentes quelantes testados.
Essas diferengas podem ser tteis na identificagdo da toxicidade devido a presenga de diferentes
metais em amostras ambientais e de efluentes industriais e domésticos.

* MORRIS et al. (1998) sugeriram a presenga de desequilibrio iénico do sédio e a
presenga de picos de cobre, como as possiveis causas da toxicidade de um efluente de uma

refinaria de metais.

BESSER et al. (1998) propuseram o uso de zedlitas para reduzir a toxicidade de
sedimentos de ambientes de agua doce com altas concentragbes de amoénia. Avaliaram a
eficiéncia de zedlitas na redugdo da amonia e metais presentes na agua intersticial desses
sedimentos. Os resultados indicaram que na presenga de aménia € metais na mesma amostra, as

zedlitas preferencialmente removiam amonia.

HO et al. (1997) conduziram um estudo com sedimentos marinhos de um local altamente
contaminado com metais, hidrocarbonetos aromdticos polinucleares e bifenilas policloradas.
Uma primeira série de fracionamentos realizados indicou a classe de orgénicos como 0s
responsaveis pela toxicidade. Fracionamentos e andlises cromatograficas subsequentes
indicaram as bifenilas, os aromaticos polinucleares e compostos desconhecidos, como os

principais responsaveis pela toxicidade observada.

Em amostras salinas, a descrigdo da metodologia para a realizagdo da primeira fase de
um estudo de avaliagio e identificagdo de toxicidade foi feita por BURGESS et al. (1993a,
1996).
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Outros estudos de caracterizagio e identificagfio da toxicidade de efluentes salinos ou de
agua doce, descartados em ambientes marinhos e estuarinos, foram conduzidos por BAYLEY et
al. (1995), BURGESS et al. (1995); API (1996); SAUER et al. (1997) e THOMAS et al. (1999).

Todos mostraram-se eficientes para a identificag@o dos principais grupos de compostos,
ou de compostos especificos, responsaveis pela toxicidade dos mais variados tipos de efluentes

estudados.

BURGESS et al. (1997) desenvolveram uma metodologia com uma resina de troca de
cations, para amostras salinas em estudos de AIT. Essa pesquisa se mostrou de grande utilidade,
j4 que o tinico procedimento disponivel para o fracionamento de metais em amostras salinas era
através da adigdo de EDTA. A quelagfio dos metais pelo EDTA ¢é considerado um processo
irreversivel, pois impossibilita qualquer tentativa de recuperagiio e retorno do metal 4 amostra
para verificar a presenga de toxicidade. A possibilidade de retorno de metal a amostra € de

grande vantagem pois possibilitaria analises quimicas e fracionamentos adicionais.

HO et al. (1999) demonstraram a capacidade da alga Ulva sp em remover aménia e
compostos orginicos ndo polares de amostras salinas, bem como sua baixa eficiéncia na

remogdo de metais, em presen¢a de amonia.
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4.2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos dessa etapa do projeto foram realizados mos laboratérios de
ecotoxicologia marinha pertencentes ao U.S. Geological Survey/ Biological Resources Division
localizados no Instituto de Ciéncias Marinhas da Universidade do Texas na cidade de Port
Aransas € no Centro de Estudos Costeiros da Texas A&M University na cidade de Corpus
Christi, Texas, Estados Unidos e no laboratdrio do Centro de Biologia Marinha (CEBIMar) da

Universidade de Sdo Paulo localizado em Sio Sebastido, Sdo Paulo.

O experimento com o ourigo S. purpuratus foi realizado no laboratério da empresa

prii'ada Mec Analytical Systems localizada em Tiburon, California.

4.2.1 Utilizagéo de Ulva sp para reduciio de aménia

Experimentos com a alga Ulva sp foram realizados para verificar a sua eficiéncia na
remogdo de amdnia das amostras de 4gua de produgo, visando a sua utilizagio como um dos
métodos de fracionamento a ser utilizado no estudo de identificagdo da toxicidade do

efluente.

Na data de realizagdo do primeiro experimento, os procedimentos relativos a
execucdo desse fracionamento ainda ndo haviam sido publicados € a 1'mi§a informagdo
disponivel era sobre a quantidade de alga utilizada por volume de amostra, 20g de alga por 80
ml de solugdo (CARR, com. pes. 1996)10.

YCARR, R. S. (1996). (USGS, BRD, CERC, Marine Ecotoxicology Research Station, TAMU-CC,
Center for Coastal Studies, Corpus Christi, TX, USA). Comunicagdio pessoal.
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Dessa forma, a alga Ulva sp foi utilizada em dois experimentos realizados em

4/12/96 e 5/2/97. O primeiro experimento foi planejado visando-se a obtengdo de

informagSes relativas a eficiéncia do procedimento em relagio a quantidade de alga

adicionada, tempo de permanéncia, salinidade e concentragdo do efluente. Através desse
experimento foi possivel estabelecer as condigdes experimentais mais adequadas. O segundo
experimento foi feito seguindo-se as condigdes estabelecidas previamente e teve como
objetivo verificar a eficiéncia do tratamento na redugo da toxicidade da amostra, através do

uso dos testes de fecundagdo e desenvolvimento embrio-larval com 4. punctulata.

As algas Ulva lactuca ou Ulva. fasciata (Divisdo Chlorophyta) foram coletadas na
porgdo sul do quebra-mar localizado em Port Aransas, Texas (27° 50’ N, 97° 40° W) nos dias
2/12/96 e 31/1/97 (Figura 29). Somente as algas apresentando coloragdo uniforme foram
coletadas e colocadas em um balde sem agua. No laboratorio, localizado a poucos metros do
local de coleta, as algas foram transferidas para um balde com agua do mar e aeragdo suave.
Elas foram mantidas a temperatura de 20+1°C, salinidade de 30+1%o e fotoperiodo de 16

horas de luz até serem utilizadas nos experimentos.

Antes de cada experimento e quando as solugdes ja estavam preparadas, as algas
foram lavadas com dgua do mar filtrada para a retirada de pequenos organismos ¢ areia. A

seguir elas foram sécas com papel toalha e pesadas.

No primeiro experimento foram preparadas trés concentragbes de efluente nfo
wratado com 21,3; 42,7 e 100% de agua de produgio. Nas concentragdes de 21,3 ¢ 42,7 a
salinidade era de 30%o € na concentragdo de 100% de 4gua de produgfo a salinidade era de
70%o. Um volume de 80 ml de cada solugdo foi transferido para béqueres de 100 ml em
duplicatas e a seguir, 10 e 20g de algas foram adicionadas. Trés béqueres com 80 ml de
efluente nas concentragdes de 21,3; 42,7 € 100% de agua de produgfio foram preparados sem
adigdo de alga.
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Medidas iniciais de oxigénio dissolvido, pH, amdnia e temperatura foram realizadas
em cada amostra de dgua de produgdo antes da adigdo das algas. O experimento teve duragdo

de 6 horas ¢ a cada 2 horas foram feitas medidas de pH e amoénia.

No segundo experimento, com duragdo de 4 horas, foi utilizada a proporgio de 20g de
alga por 80 ml de amostra. Foram utilizadas amostras de agua de produgdo bruta e tratada com
perdxido de hidrogénio, diluidas com agua destilada para obtengdio de 30%o de salinidade. A
concentragdo das duas amostras foi de 44% de dgua de produgdo. Foram feitas medidas de pH e
amoénia antes da adigdo das algas e apos 4h. No final do experimento, devido & presenga de
pequenos pedagos de alga em suspens#o, as amostras foram centrifugadas a 2000X g durante 20
minutos ¢ novas medidas de pH e amoénia foram realizadas. A seguir, as amostras foram
colocadas em frascos dmbar completamente cheios e mantidas a 4°C até sua utilizagdo nos testes
de toxicidade no dia 7/2/97.

Os testes de fecundagio e desenvolvimento embrio-larval com A. punctulata foram
realizados com amostras de dgua de produgfo nio tratadas e.tratadas com Ulva sp, para verificar
a eficiéncia da adig¢do das algas na remogdo da toxicidade. As solugGes-teste foram preparadas
através de diluigdes seriadas feitas a partir das concentragdes de 44% de agua de produgdo bruta,
bruta + Ulva, tratada com peréxido e tratada com peroxido + Ulva. As concentrag3es-teste foram
de 0,08; 0,17; 0,34 e 0,68% de 4gua de produgio, com quatro réplicas cada. A agua de diluigdo
utilizada nos controles e no preparo das solugSes-teste foi 4gua do mar filtrada através de filtro
millipore com 0,45um. Os testes foram conduzidos a temperatura de 20+1°C e fotoperiodo de 16

horas de luz.

No Brasil, foram realizados experimentos com Ulva sp para verificar sua eficiéncia na
remogdo de amoénia de amostras de dgua de produgdo e de sol}lgc”)es de cloreto de amonia.
Nesses experimentos a quantidade de alga por volume de amostra foi menor do que a proporgio
utilizada nos experimentos realizados nos Estados Unidos. Foram utilizadas 5g de Ulva sp por
60 ml de amostra de acordo com as recomendagdes de BURGESS et al. (1996) e as algas
permaneceram imersas nas amostras por um periodo de 4 horas. Os experimentos foram

conduzidos a temperatura de 24+1°C em amostras com salinidade de 34+1%o.
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As algas utilizadas nos experimentos foram coletadas na praia do Aragd em Séo

Sebastido e na praia do Lazaro em Ubatuba e mantidas em uma balde com 4gua do local, até sua
chegada ao laboratério. No laboratério elas foram lavadas e transferidas para um frasco com
agua do mar filtrada e aeragdo suave. Foram mantidas & temperatura de 24 +1°C e fotoperiodo

natural, por periodos de 1 e 4 dias, até sua utilizagio nos experimentos.

Foram realizadas duas coletas de agua de produgdo em 5/2/98 e 1/4/98. As amostras
foram mantidas refrigeradas a 4°C por um e dois dias, respectivamente. No dia do experimento
foi feito ajuste da salinidade até 34%o através da adig@io de agua destilada. Quando as amostras
atingirarh a temperatura de 25°C foram feitas medidas inciais de pH, através de eletrodo
especifico, € de amo6nia com o uso de um Kit colorimétrico com' capacidade de leitura na faixa

de 0,25 a 5,0 mg/L. As mesmas medidas foram repetidas apos 4h de imersdo das algas.

A amostra de agua de produgo coletada em abril de 1998 foi utilizada em um teste de
fecundagdo com L. variegatus, para verificar o efeito da adigdo da alga na remogéd da
toxicidade. Foram preparadas oito solugBes-teste, com quatro réplicas cada, através de dilui¢bes
seriadas feitas a partir das concentragdes de 38,6% de 4gua de produgdo bruta e tratada com
Ulva. Os dois testes foram realizados a temperatura de 24il°C e seguiram a metodologia

descrita no capitulo 1 do presente estudo.

Nos experimentos com cloreto de aménio foram utilizadas concentragdes de 5 € 10 mg/L
de aménia. As solugdes foram preparadas em baldes volumétricos com dgua do mar filtrada.
Controles com agua do mar filtrada foram feitos para verificar o efeito da adigdo da alga sobre o
pH. Medidas de pH e amdnia foram realizadas antes e apos 4h da édiqﬁo de 5g de alga por 60 ml

de amostra.

Dois testes de fecundagdo com L. variegatus foram realizados utilizando cloreto de
aménio como substancia-teste. Uma solugdo estoque de 10mg/L. de amdnia foi preparada em
4gua do mar filtrada e as concentragBes-teste foram feitas por diluigdo seriada a partir dessa
solugdo. No teste realizado em 3/4/98 foram preparadas cinco concentragdes-teste (0,312; 0,625;
1,25; 2,5 € 5,0 mg/L) e no teste de 4/12/98 foram utilizadas as mesmas concentragbes ¢ a

concentra¢do de 10mg/L foi incluida. Quatro réplicas foram preparadas para cada concentragio-
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teste. Medidas de pH e oxigénio dissolvido foram realizadas em uma réplica de cada

concentragdo e posteriormente, foi feito o calculo de aménia ndo ionizada.

Cailculo de amdnia nio ionizada

Em solugSes aquosas a amdnia estd presente sob as formas ionizada (NH,") € ndo
ionizada (NHj). A presenga de aménia ndo ionizada, que é a fragdo toxica, em uma solugdo
depende principalmente da temperatura ¢ pH, e em menor proporgdo da salinidade.

Concentragdes de NH; aumentam com o aumento da temperatura ¢ pH e diminuem em altas
salinidades.

O célculo da fragéo toxica de amonia presente nas amostras de agua de produgdo e
solugdes de cloreto de amoénia foi feito utilizando-se as tabelas de BOWER & BIDWELL (1978)
onde a porcentagem de NH; € obtida ein fungdo da temperatura, pH e salinidade das amostras no
momento da medida de aménia total. O calculo de NH; nas amostras brutas néio diluidas de agua
de produgdo ndo foi possivel, pois nas tabelas utilizadas, o valor méximo de salinidade
apresentado ¢ de 40%o.

4. 2.2 Testes com S. purpuratus e amostras fracionadas através de ajuste de pH,
filtracio e coluna de C18
A amostra de 4gua de producdo coletada em outubro de 1998 foi tratada através de
flotagdo e oxidagdo quimica com perdxido de hidrogénio, diluida com 4gua destilada para ajuste
da salinidade até 34%eo e, a seguir as trés amostras geradas (AP1, AP2 e AP3) foram congeladas

para realizago de experimentos nos Estados Unidos.

Essas amostras foram utilizadas com trés diferentes fracionamentos: ajuste de pH (6,5;

7,5 e 8.,5), filtragio e coluna de C18, seguidos do teste de fecundagdo com o ourigo

Strongylocentrotus purpuratus.

A diminuigfo e o aumento do pH das amostras foi feito através da adigdo de HCl 0,12N

e NaOH 0,1N, respectivamente. A metodologia para o fracionamento através da filtragio e

- coluna de C18 foi de acordo com BURGESS et al. (1996).
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Para cada um dos fracionamentos realizados foi utilizada somente uma solugfo teste,
representada pela maior concentragdo da agua de produgéo apos ajuste de salinidade. O teste de
fecundagdo com o ourigo S. purpuratus seguiu a metodologia da USEPA (1995) e consistiu na
exposigdo de espennatozéides durante vinte minutos, seguida da adig@o da solugdo de dvulos e
encerramento do teste apos mais vinte minutos. O resultado foi expresso como valor de CE50;

40min,

4, 2. 3 Testes com peroxido de hidrogénio, EDTA e tiossulfato de sédio

Um teste de fecundag8o com 4. punctulata foi realizado utilizando-se o perdxido de
hidrogénio como substéncia-teste. Testes de fecundagdo com L.variegatus foram feitos com
peréxido, EDTA e tiossulfato de sodio. Esses testes foram realizados para determinar qual faixa

de concentragdes € responsavel por causar efeito toxico sobre esses organismos.

4. 2, 4 Identificaciao da toxicidade da agua de producio

O estudo de identificagio da toxicidade da agua de produgio foi baseado nos
procedimentos descritos em MOUNT & ANDERSON-CARNAHAN (1988, 1989) e BURGESS
et al. (1993a, 1996).

Parte desse estudo foi realizado nos Estados Unidos com trés amostras de agua de
produgio coletadas em 25/02, 26/03 e 26/04 de 1997. Foram utilizadas amostras de agua de
produgdo bruta (AP1) e tratada com perdxido de hidrogénio (AP2) nos dois primeiros
experimentos € no terceiro experimento foi incluida a amostra submetida ao tratamento
completo, flotagdo seguida de oxidagio quimica (AP3). Cada uma das amostras brutas e
tratadas foi fracionada através de seis tipos de fracionamentos fisico-quimicos ¢ a seguir

foram utilizadas nos testes de fecundagio com A. punctulata.

Cada estudo teve a duragfo de trés dias. No primeiro dia, as amostras foram tratadas
através de oxidagio quimiéa € ﬂotagﬁd. No segundo dia, parte das amostras foi fracionada
através dos procedimentos com Ulva sp e coluna de C18. No terceiro dia, o restante dos
fracionamentos foi realizado com cada uma das amostras e os testes de fecundagéio coni a

substdncia de referéncia (DSS), amostras ndo fracionadas e fracionadas foram realizados.
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No Brasil, o estudo de identificagdo da toxicidade foi repetido com quatro amostras

de dgua de produgio coletadas em agosto e outubro de 1997, e fevereiro e abril de 1998. As
amostras foram tratadas através dos processos flotagio e da oxidagéo quimica com peroxido
de hidrogénio, fracionadas através de seis procedimentos fisico-quimicos e a seguir utilizadas
nos testes de fecundagdo com L. variegatus. O teste de desenvolvimento embrio-larval foi

realizado apenas com a amostra coletada em abril de 1998.

Foram necessarios quatro dias para a realizagdo de cada estudo. No primeiro dia, as
amostras foram coletadas e tratadas. No segundo dia, os frascos-teste foram etiquetados e
organizados nas bandejas. No terceiro dia, as amostras de efluente bruto e tratado( AP1, AP2
e AP3) foram fracionadas através dos procedimentos de filtragdo, coluna de C;3 ¢ adigdo de
Ulva sp. No quarto dia, as amostras APl, AP2 e AP3 foram fracionadas através dos
procedimentos de aeragfo, e adigOes de EDTA e de tiossulfato de sédio. O fracionamento
através do procedimento com zeélitas foi realizado apenas com a amostra de agua de
produgdo coletada em abril de 1998. Apos o término dos fracionamentos das amostras AP,
AP2 e AP3, os testes de fecundagiio com a substancia de referéncia (zinco), amostras nfo

fracionadas e fracionadas foram realizados.

Os procedimentos adotados para a identificagdo da classe de compostos responsaveis
pela toxicidade das amostras brutas (AP1) e tratadas (AP2 e AP3) do efluente consistiram dos
seguintes componentes:

A- Teste de toxicidade “baseline” ou de referéncia

B- Fracionamentos ﬁsicd-quimicos do efluente, através de procedimentos;
(1) Aeragio

(2) Filtragdo

(3) Adigdio de EDTA

C)) Adiqﬁo de tiossulfato de sodio

(5) Coluna de C18

(6) Adigdo da alga Ulva sp

(7) Adigdo de zeodlitas

No fluxograma a seguir séio apresentados os fracionamentos utilizados no presente estudo. -



Fluxograma para identificaciio da toxicidade
(Modificado de Lankford & Eckenfelder, 1990)

Quelaciio
¢/ EDTA
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A- Teste “baseline” ou de referéncia

O teste de toxicidade de referéncia foi realizado com amostras brutas (AP1) e
tratadas (AP2 e¢ AP3) de agua de produgdo nio submetidas aos fracionamentos fisico-
quimicos. Os resultados gefados apos a realizagdo desse teste foram comparados com os
resultados dos testes de toxicidade referentes a cada amostra fracionada. Dessa forma foi
possivel identificar através da comparagfo dos resultados qual fracionamento foi responsavel

pela redugéo ou remogdo da toxicidade.

DiluigSes seriadas feitas a partir das maiores concentragdes do efluente bruto e
tratado, com salinidade ajustada, foram preparadas diretamente nos frascos-teste. Foram
utilizadas no minimo sete € no maximo nove concentragdes-teste com quatro réplicas por
concentragdo. A agua de diluigdo utilizada nos controles e no preparo das solugdes-teste foi
constituida de dgua do mar filtrada com salinidade de 30%o nos experimentos realizados nos

Estados Unidos e com 34%o nos experimentos realizados no Brasil.

B- Fracionamentos fisico-quimicos do efluente

Os fracionamentos foram feitos utilizando-se as amostras brutas e tratadas de agua de
produgdo com salinidade ja ajustada. As amostras fracionadas anteriormente ao dia dos testes
de toxicidade, foram acondicionadas em frascos completamente cheios, fechados e guardados
em geladeira a temperatura de 4°C. Para cada amostra fracionada foram preparadas 7 a 9
concentragdes-teste feitas a partir de dilui¢des seriadas da maior concentragdo obtida do
efluente apés o ajuste da salinidade. Nos Estados Unidos foram preparadas trés réplicas por
concentragdo e no Brasil duas réplicas. Para cada amostra fracionada foi preparado um
controle constituido de agua do mar filtrada tratada através do mesmo procedimento utilizado

para o fracionamento das amostras do efluente.

A seguir sdo descritos os procedimentos adotados durante cada fracionamento:

(1) Aeracio
Esse fracionamento tem como objetivo verificar se a toxicidade da amostra é devida

a presenga de compostos volateis, como H,S e hidrocarbonetos volateis.

\..4
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Um volume de 200ml de cada uma das amostras de efluente (AP1, AP2 e AP3) e do

* controle constituido de 4gua do mar filtrada (AMF) foi colocado em erlenmeyers de 250 ml
com uma pipeta “Pasteur”. Cada pipeta foi conectada a um distribuidor de ar ligado a uma
bombinha de aeragdo. O procedimento foi conduzido em uma capela e ap6s 1 hora de

aeragdo, o sistema foi desligado. As amostras foram utilizadas nos testes de toxicidade.

(2) Filtracdo
A filtragdo ¢ utilizada para determinar se a toxicidade da amostra é devida a presenga

de material filtravel ou associado a particulas.

Um volume de 300 ml de cada uma das amostras (AP1, AP2, AP3) e do controle
com agua do mar foi filtrado através de filtro “millipore” com 0,45um de porosidade. O
sistema de filtragdo foi constituido de uma bomba a vacuo e um conjunto “millipore” de

filtragem ( kitasato, filtro de pedra porosa e funil).

Dois sistemas de filtragdo foram utilizados, uin_para a dgua do mar e o outro para-as
amostras AP3, AP2 e AP1. Para cada amostra de efluente foi utilizado um filtro novo e a

cada filtragem o conjunto era lavado com agua destilada.
As amostras filtradas foram utilizadas nos testes de toxicidade.

(3) EDTA :
O EDTA € um quelante organico que faz ligagSes, preferencialmente, com metais

bivalentes como cobre, niquel, chumbo, zinco, cadmio, mercirio e outros metais de transigfo.
Neste procedimento o objetivo € determinar se a toxicidade da amostra € devida a presenga

de metais.

Uma solugdo estoque foi preparada adicionando-se 2,78g de EDTA em 100ml de

agua destilada e a seguir, foi homogeneizada até a completa mistura do EDTA. A solugéo foi

preparada no dia anterior a realizagfo dos testes de toxicidade e foi mantida em geladeira.

Um volume de 15ul da solugéo de EDTA foi adicionado em cada uma das réplicas
das concentragdes-teste das amostras de efluente (AP1, AP2 ¢ AP3) e do controle com dgua
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do mar filtrada. Todas as réplicas foram misturadas ¢ 0 EDTA permaneceu interagindo com
as amostras durante um tempo minimo de trés horas. Somente apds esse periodo o0s

organismos foram adicionados.

(4) Tiossulfato de sédio (Na;S,0;)

" O tiossulfato é um agente redutor e a sua adigdo a uma amostra contendo oxidantes
(Cl,, Br, H,0,) resulta em uma reagdo de redugdo, que pode diminuir a toxicidade da
amostra. Além de ser um agente redutor, o tiossulfato também apresenta a capacidade de

quelar alguns metais.

Neste procedimento, o objetivo ¢ determinar se a toxicidade da amostra ¢ devida a

presenga de oxidantes, mas também a de alguns metais.

Devido a instabilidade da solugéo de tiossulfato, ela foi preparada no dia do teste. A
solugdo estoque foi feita adicionando-se 2,35 g de tiossulfato em 100ml de dgua deionizada.
A seguir a solugdo foi homogeneizada até sua completa mistura. Volumes de 17pl e 25ul
foram adicionados em cada réplica das concentragdes do efluente (AP1, AP2. e AP3) e dos
controles com agua do mar filtrada nos testes de fecundagdio com 4. punctulata e L.
variegatus, respectivamente. Todas as solugdes das réplicas foram homogeneizadas e o
tiossulfato permaneceu interagindo com as amostras durante 1 hora. Somente apos esse

periodo os organismos foram adicionados.

(5) Coluna de extrac¢io da fase sélida de Cy5
A coluna de C,; ¢ utilizada para determinar se a toxicidade da amostra ¢ devida a
presenga de compostos orgénicos apolares. Neste procedimento, a coluna de C18 ¢ utilizada

para extrair compostos orgénicos néo iénicos da solugdo aquosa.

O efluente obtido apds a extragio pela coluna é testado para verificar a presenga de
toxicidade. A auséncia de toxicidade sugere a presenga de compostos orgamicos como

responsaveis pela toxicidade da amostra.
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Para isso, as amostras de efluente (AP1, AP2, AP3) e do controle com dgua do mar
foram previamente filtradas através de filtro “millipore” com 0,45um de porosidade e a

seguir 150 ml de cada amostra passaram por uma coluna de‘Clg descartdvel.

Nos Estados Unidos, foi utilizada uma bomba peristaltica para for¢ar a passagem das

® amostras através da coluna a uma velocidade de 10ml/min. No Brasil, utilizou-se a for¢a da
gravidade para a passagem das amostras através da coluna e a velocidade nfo foi calculada.
Antes da passagem do efluente, a coluna foi preparada seguindo-se as seguintes etapas:
1) Ativagéo da coluna com 20 ml de metanol
2) Passagem de 15 ml de aguna destilada-
3) Passagem de 150ml de 4gua do mar filtrada (AMF), a ser utilizada como controle,

descartando-se os primeiros 20 ml,

Antes da quarta etapa a coluna pode secar e a seguir ela foi novamente preparada,

- 4) Reativagdo da coluna com 20 ml de metanol

5) Passagem de 15 ml de agua destilada
6) Passagem de 150 ml de efluente. _
Para cada amostra filtrada de efluente (AP1, AP2 e AP3) foi utilizada uma coluna de Cg,

(6) Ulva sp
O objetivo desse procedimento ¢ o de remover amdnia das amostras de efluente
através da adigdo de Ulva sp. A alga Ulva sp apresenta a habilidade de absorver e utilizar

grandes quantidades de amdnia.

Apos a lavagem das algas com é4gua do mar filtrada, elas foram sécas com papel
toalha e pesadas, sendo a seguir adicionadas as amostras de efluente (AP1, AP2 e AP3) e de
dgua do mar filtrada nas propor¢des de 20g de Ulva por 80 ml de amostra, no experimento
realizado com a amostra de efluente coletada em 25/2/97, e de ‘5g Ulva/60ml, em todos os
outros experimentos. O tempo de imersdo das algas nas amostras do efluente e do controle

com agua do mar, sem aeragfo, foi de 4 horas.
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Medidas de amoénia e pH foram feitas antes e apds 4h da adigdo das algas nas

amostras utilizadas nos Estados Unidos.

Nos Estados Unidos, apos a retirada das algas, as amostras foram centrifugadas
durante 20 minutos a velocidade de 2000X g e no Brasil, foram peneiradas através de uma
rede com malha fina. A seguir, as amostras foram transferidas para frascos &mbar
completamente cheios e fechados, e guardadas em geladeira & temperatura de 4°C até sua

utilizagdo nos testes de toxicidade.

(7) Zeoblita

As zedlitas sdo silicatos de origem natural ou sintética e apresentam a habilidade de
troca i6nica com o ion NH," e outros cations, como os metats pesados. A inclusio de zeblitas
foi feita para verificar a eficiéncia da sua adigdo na redugéo ou remogdo da toxicidade das

amostras de efluente e comparar com os resultados obtidos apos adigdo de Ulva sp e EDTA.

A quantidade de zeolita utilizada foi de 30g para 300 ml de cada amostra de efluente
(AP1, AP2, AP3) e agua do mar ﬁltréda. As pedras de zedlita foram lavadas com agua
destilada permanecendo imersas durante 30 minutos. A seguir foi adicionada agna do mar
filtrada por mais trinta minutos € por ultimo as amostras de efluente que permaneceram
imersas_ durante 30 minutos. Essas amostras foram utilizadas nos testes de fecundagdo e

" desenvolvimento embrio-larval com L. variegatus.

4. 2, 5 Analise estatistica

Os resultados dos testes de toxicidade foram analisados através do método Trimmed
Spearman-Karber (HAMILTON et al., 1977) com corregéio de Abbott (MORGAN 1992) para o
caculo dos valores de CES0 de todos o0s testes.
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4. 3 RESULTADOS

4. 3.1 Utilizacao de Ulva sp para fedug:ﬁo de amoénia
" A utilizagdo de Ulva sp se mostrou um procedimento eficiente para a redugdo das

concentragdes de amoénia em amostras de agua de produgio e solugdes de cloreto de aménio.

Na Tabela 34 e Figuras 30 e 31 sdio apresentados os resultados do experimento com
diferentes quantidades da alga Ulva sp, concentragdes de agua de produgio e duragdo de

imersdo da alga.

Os resultados obtidos indicaram uma maior eficiéncia na absorgéo de amdnia pelas
algas nas condigdes de menor concentragdo do efluente (21,3%), salinidade ajustada para
30%o € apoOs 4 horas da adigdo de 20 g de alga por 80 ml de amostra. Nessas condigdes, a

concentragdo inicial de amonia foi reduzida em cerca de 79,5%, apos 4h de imersio da alga.

Nas condigdes de 42,7% de 4gua de produgdo, com salinidade de 30%o e 20g de alga/
80ml de amostra, houve uma redug;ﬁo de 62,3% da concentragdo inicial de amoénia ap6s 4 h;

na concentragdo de 100% de efluente, com salinidade de 70%o, a redugio foi de 50%.

Apbs 6 horas da adigdo da alga, os valores de aménia mostraram-se superiores aos
valores obtidos apos 4h podendo indicar uma saturagdo da capacidade de assimilagdo de

amdnia pelas algas e consequente liberagdo da aménia.

As amostras controle, sem alga, apresentaram valores superiores de aménia quando
comparados com os valores iniciais. Isto pode ter ocomrido devido a falhas na andlise de

amoénia pelo eletrodo especifico.
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No segundo experimento, realizado com 44% de 4gua de produgdo bruta e tratada
com perdxido de hidrogénio, os resultados foram similares aos resultados do experimento
anterior, para as condigdes do efluente com salinidade de 30%o e 4h de imersdo de 20g de
alga por 80 ml de amostra. Nessas condigGes, para as amostras brutas e tratadas, a redugéo de
amdnia total foi de 49,4% e 69,2%, respectivamente. Para a amoénia nﬁo_ ionizada, a redugdo
foi de 83% e de 89,6%. Esses resultados mostraram a maior eficiéncia da absorgio de aménia
pelas algas nas amostras tratadas com perdéxido de hidrogénio, para redugdo de sulfetos e
fenois (Tabela 35 e Figura 32).

Os resultados apresentados nas Figuras 33 e 34 referentes aos testes de fecundagio e
desenvolvimento embrio-larval com A. punctulata mostraram que a maior eficiéncia na
reducgdo da toxicidade foi obtida para as amostras de efluente tratadas com Ulva. As amostras
ndo tratadas com Ulva sp, mas tratadas quimicamente, para redugdo de sulfetos e fendis,

também apresentaram diminui¢8o da sua toxicidade.

" Na Tabela 37 sfio apresentados os resultados dos 'expen'mentos com Ulva sp
conduzidos no Brasil. Nos experimentos realizados com 4gua de produgdo nio foi possivel
precisar as concentragGes iniciais de amoénia devido as limitages do método de anélise. Foi
utilizado um Kit colorimétrico que possibilitava leitura na faixa entre 0,25 a 5mg/L de
aménia. Devido as altas concentragdes de amodnia das amostras brutas (Tabela 36) com
salinidade original, provavelmente as concentragdes de ambnia nas amostras com salinidade
ajustada para 34%o eram maiores que Smg/L, ndo sendo possivél quantificar a redugdo de

amonia nos experimentos de 6/2/98 e de 3/4/98,

Nos experimentos réalizados com cloreto de aménio foi possivel quantificar a
redugdo das concentragdes de amonia, para as condigSes de 5g de alga por 60ml de amostra,
que foram de 80% e 50%. Em todos experimentos também foi observado que a adigdo de
Ulva sp reduziu o pH das amostras de 4gua de produgdo, solugdes de cloreto de amdnia e

agua do mar (Tabela 37 e Figura 35).

Os resultados dos testes de fecundagio com L. variegatus indicaram redugio da
toxicidade nas amostras de 4gua de produgdo tratadas com Ulva sp. Os valores de CE50; 80

min. mostraram uma redugéo da toxicidade de cerca de 4,4 vezes (Figura 36).
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Os testes de fecundagdo com L. variegatus realizados com solugdes de cloreto de
amoOnio indicaram que concentragbes de até 10mg/L ndo causaram efeito toxico sobre a
capacidade de fecundagio dessa espécie. Em todas as concentragdes testadas, a porcentagem
de fecundag@o foi sempre maior que 70% que € o valor minimo aceitavel de fecundagdo para
esse teste. Em relacdio aos valores de améonia ndo ionizada, o valor maximo obtido foi de
162pg/L e também ndo causou efeito téxico (Tabela 38 e Figura 37).

4.3.2 Testes com S. purpuratus e amostras fracionadas através de ajuste de pH,

filtracdo e coluna de C18

Na Tabela 39 sdo apresentados os resultados dos testes de fecundagdo com o ourigo S.
purpuratus (Figura 38) realizados com amostras brutas e tratadas de 4gua de produgdo
submetidas aos procedimentos de_ filtragfo, coluna de Clé e pH 6,5; 7,5 e 8,5. As amostras com
concentragdo de 43,6% de 4gua produgdio ndo submetidas a fracionamento (teste baseline)
apresentaram elevada toxicidade. Nas amostras AP1, AP2 ¢ AP3 submetidas a filtragéio € na
amostra AP1 ap6s a coluna de C18 ocorreu redugdo da toxicidade. Nas amostras mantidas com

pH 6,5 ¢ 7,5 houve- redugdo da toxicidade nas amostras AP2 e AP3, enquanto no pH 8,5 as
amostras AP2 e AP3 foram toxicas.

4. 3. 3 Testes com peréxido de hidrogénio, EDTA e tiossulfato de sddio

Na Tabela 40 sdio apresentados os resultados dos testes de fecundagﬁo' com A.
punctulata e L. variegatus realizados com peréxido de hidrogénio, EDTA e tiossulfato de s6dio.
O valor de CE50; 60min. para per6xido de hidrogénio no teste com A. punctulata foi de
10,67mg/L(8,01-14,22) e o valor da CES0; 80min. no teste com L. variegatus foi <3,12 mg/L.
De acordo com o resultado da substéncia de referéncia, o lote de organismos de L. variegatus

utilizado estava mais sensivel, pois o valor da CE50 para o zinco foi < 0,0137mg/L.

Os valores da CES50 para o EDTA e tiossulfato de sddio nos testes de fecundagio com L.
variegatus estiveram na faixa de 199,6 a 334,7 mg/L e de 298,19 a >800mg/L, respectivamente.
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4. 3. 4 ldentificacio da toxicidade da dgua de producio

Os resultados dos estudos de idéntiﬁcagéo da toxicidade da dgua de produgio
indicaram quatro classes de contaminantes, como sendo os principais responsaveis pela
toxicidade observada. Os contaminantes que mais contribuiram com a toxicidade do efluente
foram a aménia, compostos organicos ndo polares, material particulado ou associado a ele e

metais (Tabelas 41 a 48 e Figuras 39 a 45).

Em cada tabela apresentada, a quinta coluna representa o valor médio da
porcentagem de fecundagﬁo- obtida na maior concentragdo teste utilizada. Somente para a
Tabela 41, a concex_ltragio de 6,2% de agua de produgdo nfo representa a maior concentragdo
teste.

- Nas Tabelas 41, 42 e 43, e nas Figuras 39, 40 e 41 sdo apresentados os resultados
referentes aos seis fracionamentos das amostras bruta e tratadas de agua de produgdo

submetidas aos testes de fecundagfo com A. punctulata.

A redugdo da toxicidade das amostras de dgua de produgfo esteve associada com trés
fracionamentos fisico-quimicos: adigdo de Ulva sp, coluna de C18 e filtragfio. Esses
fracionamentos foram responsaveis, em diferentes proporgdes, pela redugdo de amonia, de

compostos organicos néo polares e de solidos em suspensio.

A redugfo da toxicidade nas amostras tratadas com perdxido e submetidas ao
procedimento de filtragdo foi maior do que nas amostras ndo tratadas quimicamente nas trés
amostras de dgua de produgdo (Figuras 39, 40 e 41). Um padrio semelhante de resposta foi
observado para a amostra coletada em abril de 1997 submetida ao procedimento da coluna de

C18 (Figura 41).

Com a amostra de abril de 1997 a eficiéncia dos procedimentos de filtragdo e coluna
de C18 aumentou de acordo com o nivel de tratamento a que as amostras de dgua de
produgdo foram submetidas, ou seja, niveis melhores de redugio de toxicidade foram obtidos

no tratamento completo (AP3). Nessa mesma amostra, a adigio de EDTA reduziu a
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toxicidade da amostra niio tratada (AP1) e da amostra submetida ao tratamento completo
(AP3) (Figura 41).

Alguns dos controles com dgua do mar submetidos aos fracionamentos exibiram
toxicidade. Isso ocorreu para os controles dos procedimentos de aeragéio e coluna de C18 nos

experimentos realizados em 3 e 29/4/97 (Tabelas 42 ¢ 43).

Nas Tabelas 44, 45, 46 e 47, e nas Figuras 42, 43, 44 e 45 sdo apresentados 08
resultados referentes aos fracionamentos das amostras bruta e tratadas de dgua de produgfo
submetidas aos testes de fecundagdo com L. variegatus. Na Tabela 48, estdio os resultados

referentes ao teste de desenvélvimento embrio-larval realizado com a amostra de abril de

1998.

A redugdo da toxicidade das amostras de agua de produgdo desses experimentos
esteve, em geral, associada com quatro fracionamentos fisico-quimicos: adigfo de Ulva sp,
coluna de C18, filtragdo e adigfo de EDTA. Esses resultados sugerem a présenqa de quatro
classes de contaminates: amdnia, compostos orgénicos ndo polares, solidos em suspensio e
metais, em diferentes proporgdes, como os principais responsdveis pela toxicidade das

amostras,

Na Tabela 44 e Figura 42 séo apresentados os resultados referentes a amostra de agua
de produgdo coletada em agosto de 97. A comparagio dos resultados dos‘ testes das amostras
AP1 fracionadas com o teste “baseline” indicou os fracionamentos de filtragdo, EDTA e C18
como os principais responsaveis pela redugdo da toxicidade da AP1, e o procedimento com o
tiossulfato foi responsavel pelo aumento da toxicidade. A comparagio dos resultados dos
testes realizados com a amostra AP2 indicaram auséncia de toxicidade em todas as
concentragdes testadas do teste “baseline” e dos procédimentos de aeragdo e filtragdo. Todos
os outros procedimentos (EDTA, tiossulfato, C18 e Ulva sp) foram responsiveis pelo
aumento da toxicidade. A comparagio dos resultados da amostra AP3 mostrou que todos os
procedimentos, com excegdo feita a‘ coluna de C18, foram responsaveis pelo aumento da
toxicidade das amostras em relagiio ao teste “baseline”. O controle com agua do mar

submetido ao procedimento da coluna de C18 da amostra AP2 foi o Ginico que exibiu
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toxicidade. Os controles do fracionamento com Ulva sp foram perdidos e dessa forma néo foi

possivel saber se esse procedimento foi toxico.

Na Tabela 45 e Figura 43 sfio apresentados os resultados referentes a amostra de gua
de produgéo coletada em outubro de 97. Neste experimento, os principais procedimentos de
fracionax%nento responsaveis pela fed'uc;ﬁo da toxicidade das amostras AP1 ¢ AP2 foram a
ﬁltrag?lo: EDTA, C18 e Ulva sp. Para a amostra AP3 houve redugéo da toxicidade em todos
fracionamentos realizados. Os controles com agua do mar que exibiram toxicidade devido ao
fracionamento utilizado foram os controles da filtragdo, Ulva sp e coluna de C18 somente

para a amostra AP2,

Na Tabela 46 e Figura 44 sdo apresentados os resultados referentes a amostra de 4gua
de produgdo coletada em fevereiro de 98. Para a amostra AP1 os principais fracionamentos
responsaveis pela redugdo da toxicidade foram a filtragio, EDTA, C18 e Ulva sp, embora a
aeragio também tenha reduzido a toxicidade, mas em menor proporgio. Para as amostras
AP2 e AP3, os fracionamentos responsaveis pela redugéo da toxicidade foram a filtragfo,
EDTA, C18 e Ulva sp. Os controles com agua do mar que exibiram toxicidade devido ao

fracionamento utilizado foram os controles da aerag#o, tiossulfato e Ulva sp.

Na Tabela 47 e Figura 45 sfo apresentados os resuitados referentes a amostra de 4gua
de produgdo coletada em abril de 98. Para a amostra AP1 os principais fracionamentos
responsaveis pela redugéo dé toxicidade foram a filtragdo, EDTA, C18 e Ulva sp, embora a
aeragdo e zeblitas também tenham reduzido a toxicidade mas em menor proporgéo. Para a
amostra AP2, a coluna de C18 foi o principal fracionamento responsavel pela redugdo da
toxicidade, seguido em menor proporgio pela filtragdo, EDTA, C18, Ulva sp e zedlitas. Para
a amostra AP3, o principal fracionamento responsavel pela redugdo da toxicidade foi a Ulva
sp, seguida em menores proporgdes pelos ﬁacionamentos com EDTA, C18, zeolitas, filtragéo

e aeragdo.

Na Tabela 48 sio apresentados os resultados referentes aos testes de

desenvolvimento embrio-larval de L. variegatus realizados com as amostras de agua de

* produgio coletadas em abril de 1998 e submetidas a cinco fracionamentos fisico-quimicos. A

redugdo da toxicidade foi atribuida pﬁncipa]mente aos fracionamentos de EDTA, Ulva sp e



zeolite para a amostra AP1. Para as amostras AP2 ¢ AP3 todos os fracionamentos, em

diferentes proporgOes, foram responsaveis pela redugdio da toxicidade, mas entre os dois, a
maior redugéo foi obtida apos o fracionamento com a coluna de C18. O controle com agua do

mar submetido ao fracionamento com Ulva sp foi o unico que exibiu toxicidade.

3
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4. 4 DISCUSSAO

Os estudos de avaliagdo e identificagio da toxicidade de efluentes tém sido utilizados
com sucesso nos Estados Unidos desde meados da década de 80. Esses estudos possibilitam a
identificagdo da causa ou causas da toxicidade de um efluente e apresentam como resultado
final, a escolha de uma ou mais tecnologias adequadas para a redugéo ou até mesmo
eliminagio da toxicidade (LANKFORD, 1990).
9 ,v

O componente mais importante desse tipo de estudo est4 baseado nos métodos ou
procedimentos para o fracionamento do efluente que possibilitam a separagfio das classes de
contaminantes presentes em uma mistura complexa (HALL & MIRENDA, 1990).
Dependendo dos recursos disponiveis ¢ possivel identificar o composto pertencente a uma
determinada categoria de contaminantes, responsavel pela toxicidade observada e com isso
aumentar ainda mais a confianga na escolha da tecnologia de tratamento apropriada para a

redugdo da toxicidade.

Vérios' métodos para o fracionamento de efluentes tém sido desenvolvidos e
aplicados com os mais diversos tipos de efluentes domésticos e industriais langados em
ambientes de agua doce. No entanto, apenas recentemente esses métodos foram adaptados
para utilizagdo com efluentes langados em ambientes marinhos e estuarinos. A primeira
publicagdo de um guia direcionado para condugiio de um estudo de avaliagfio e identificagfio
da toxicidéde marinha, data de setembro de 1996 (BURGESS et al., 1996). Neste guia sdo
apresentados os procedimentos gerais para a realizagdo de fracionamentos fisicos e quimicos
de efluentes e sdo recomendadas as espécies de organismos marinhos a serem utilizadas. Sdo
apresentados nove procedimentos de fracionamento que podem ser aplicados com efluentes,
amostras ambientais e com agua intersticial de sedimento. Entre as metodologias de testes de
toxicidade recomendadas estdio incluidos testes agudos e crénicos de curta duragdo com

espécies das costas do Atlantico, Golfo do México-e do Pacifico.
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Os procedimentos de fracionamento incluem a filtragdo, aeragdo, adigdo de EDTA e

tiossulfato de sédio, coluna de C18, eluigio da coluna com metanol, gradagdo de pH, coluna

de troca de cations, eluig¢do da coluna com 4cido e adigéo de Ulva lactuca.

As espécies recomendadas para as costas do Atlantico e Golfo incluem a macroalga
Champia parvula, o ourigo Arbacia punctulata, o bivalve Mulinia lateralis, o misidaceo
Mpysidopsis bahia, o anfipoda Ampelisca abdita e os peixes Menidia beryllina e Cyprinodon
variegatus. Para a costa do Pacifico sdo recomendadas a macroalga Macrocystis pyrifera, 0s
equinodermos Strongylocentrotus purpuratus e Dendraster excentricus, os bivalves
Crassostrea gigas, Mytilus' californianus e Mytilus galloprovincialis, o gastropodo Haliotis

rufescens e o peixe Atherinops affinis.

O primeiro passo para a realizagio de um estudo de avaliagdio e identificagdo da
toxicidade € verificar sua viabilidade através da determinagdo do nivel de toxicidade do
efluente a ser estudado. Segundo MOUNT & ANDERSON-CARNAHAN (1988) a
toxicidade do efluente deve ser testada ao longo do tempo utilizando-se uma espécie de

reconhecida sensibilidade para que seja comprovada a existéncia de toxicidade em niveis

elevados e consistentes.

BURGESS et al. (1993a) recomendam a realiza¢@o desses estudos quando testes de
toxicidade realizados com a espécie mais sensivel apresentarém valores de CE50 e CL50

menores que 50%.

Esse pré requisito foi cumprido durante a realizagdo dos testes de toxicidade
conduzidos no presente estudo. Esses testes demonstraram a elevada toxicidade do efluente e

Jjustificaram a realizag¢do de um estudo de avalia¢do e identificagdo da toxicidade.

No Brasil, até a presente data, ainda ndo haviam sido.desenvolvidos estudos de
avaliagdo e identificaglio da toxicidade através de métodos de fracionamentos fisicos e
quimicos de efluentes salinos. Tradiciorialmente, a implantagdo de qualquer sistema de
tratamento de efluentes sempre foi baseada em ahélises quimicas, para a determinagio dés

concentragdes dos contaminantes presentes e comparagio com os limites méaximos
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permitidos na legislagdo. Dessa forma, os contaminantes presentes acima -dos limites
permitidos sdo considerados como o problema a ser solucionado, através da implantagéc de

um sistema de tratamento que reduza suas concentragdes.

Apesar do uso de testes de toxicidade ndo ser exigido pela nossa legislagdo, cada vez
mais eles tém sido utilizados em conjunto com as analises quimicas para verificar 'se os
efluentes finais brutos ou tratados apresentam toxicidade. Em alguns casos, diferentes etapas
do processo de produgdo e tratamento tem sido avaliadas quanto a presenga de toxicidade
(BERTOLETTI, 1990, BRANDELLI et al., 1992; PROSPER], 1993; DAMATO, 1997
BARBOSA et al.,, 1998; LIMA & VIEGAS, 1998).

Embora as anélises 'quimicas sejam uma ferramenta complementar em estudos de
avaliagio e identificagiio da toxicidade, seu uso isolado pode levar a concluses equivocadas
no momento da escolha da melhor tecnologia disponivel para o. tratamento de um
determinado efluente. Uma escolha equivocada pode resultar em gastos elevados que
poderiam ser evitados com a adogio de um estudo prévio de avaliagfo e identificagio da
toxicidade. A implantagio de um sistema de tratamento de efluentes ¢ um processo que
geralmente apresenta um alto custo, pois pode requerer a substituigdo de insumos utilizados
durante a produgfo, mudangas nas etapas do processo de produgdo e construgdo de estagSes

de tratamento.

Uma pesquisa realizada nos Estados Unidos sobre a eficiéncia das estagSes de
tratamento de efluentes na reduglo da toxicidade indicou maior eficicia dos sistemas de
tratamento implantados nas indistrias que realizaram estudos prévios de avaliagdo e
identificagdo da toxicidade (DORN & COMPERNOLLE, 1995).

No presente estudo, os resultados dos experimentos conduzidos com a alga Ulva sp
comprovaram a eficiéncia desse método de fracionamento na redugdo das concentragdes de

aménia das amostras de 4gua de produgdo ¢ das solugdes de cloreto de aménia.

A alga Ulva lactuca apresenta a habilidade de absorver, estocar e usar grandes

quantidades de amoénia e € utilizada como filtro bioldgico para a remogio de aménia de
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efluentes gerados durante a criagio de peixes em Israel (COHEN & NEORI, 1991; NEORI et
al., 1991).

' Estudos conduzidos por HAYASHI et al. (1998) demonstraram que a alga Ulva
lactuca, seca e triturada; apreseﬁta»- a capacidade de bicadsorgio de cromo hexavalente

presente em solugéo.

A recomendagio do uso de Ulva lactuca para caracterizar a toxicidade devido a
presenga de amdnia em misturas. complexas foi feita pela primeira vez por BURGESS. et al.
(1996) e a aplicagdo do método, por HO et al. (1999).

No estudo de HO et al. (1999) ficou demonstrado que além de reduzir as
concentragdes de amdnia em cerca de 70% em solugdes de cloreto-de amdnia, a alga Ulva
lactuca também exibe a capacidade de absorver metais e compostos organicos apolares. Os
experimentos foram realizados para verificar a capacidade de acumulagfo de cinco metais
(Cd, Cu, Ni, Zn ¢ Pb), na presenga e auséncia de mnéqia, ¢ de dois compostos- orgénicos.
(lindano e fluoranteno) pela alga durante 5 horas de exposi¢do. A acumulagdo dos metais pela
alga variou de 15 a 18% é a presenca da aménia no meio, reduziu a capacidade de
acumulagfo para menos.que 10%. No entanto, a acumulagio dos. orgénicos foi de 77% para o
lindano e de 95% para o fluoranteno, independente da presenca ou ndo de aménia. A alga
Ulva sp apresentou alta eficiéncia na remogdo de orgénicos das amostras d’agua, mas
segundo os autores, ¢ bem provavel que essa capacidade esteja mais relacionada com um

processo de adsorgio dos compostos a superfiicie da alga do que com uma acumulagdo ativa.

No presente estudo, os teores de aménia ndo ionizada presentes nas amostras de agua
de produg:ﬁo, do experimento do dia 5/2/97, apds a adigdo de Ulva sp apresentaram-se abaixo
do valor de CESO0, de 600pg/L de NH;, reSponsével por causar efeitos toxicos sobre o teste de
fecundagiio com A. punctulata (Tabela 35, Figura 33 e Anexo 1) e acima do valor de CE50,
de S8ug/L de NH;, responsz’wél por causar efeito toxico sobre os.embrides.de A. punctulata
(Tabela 35, Figura 34 e Anexo 1).

Os resultados relativos ao teste de fecundagiio com A. punctulata apresentados na

Figura 33 também indicam que além da. amoénia outros contaminantes contribuiram, em
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menor proporgio, com a toxicidade da amostra, pois mesmo apds a redugdo das
concentragdes de aménia para niveis nio téxicos, a porcentagem de fecundagio permaneceu

aproximadamente, entre 50 e 60%, enquanto os valores do controle foram proximos de 80%.

No entanto, em relagdo ao teste embrio-larval, a redugdo das concentragdes de
aménia das amostras parece ter sido suﬁciénte para a remogdo da toxicidade, pois a
porcentagem de pluteus normais foi entre 70 e 80% para as amostras tratadas com Ulva sp
(Figura 34). Em todas as amostras de agua de produgfo utilizadas no presente estudo, o teste
embrio-larval com A. punctulata apresentou menor sensibilidade do que o teste de
fecundagdo. Esses resultados, em conjunto com o exposto anteriormente, sugerem que o teste
embrio-larval é menos sensivel aos outros contaminantes presentes que contribuiram com a
toxicidade para o teste de fecundagdo. BAY et al. (1993) 'reportam qué os embrides de A4.
punctulata exibem pouca sensibilidade a uma série de compostos organicos frequentemente
associados com a toxicidade de efluentes, € em relagdo aos metais, geralmente apresentam

sensibilidade similar ou menor do que o teste de fecundagio.

No presente estudo, os valores de amdnia ndo ionizada das solugdes de cloreto de
amoénia, apés a adigdo da alga Ulva sp, apresentaram-se abaixo dos valores de CE50, de
1890pg/L de NH; para o teste de fecundagdo e de 120pg/l. de NH; para o teste embrio-larval,
responsdveis por causarem efeitos toxicos sobre L. variegatus‘(Tabcla 37 e Anexo 1).
Embora nfio tenha sido possivel determinar as concentragSes de amdnia nio idnizada, na
amostra de dgua de produgdo utilizada no teste de fecundagfio com L. variegatus realizado em
3/4/98, os resultados indicam redugdo da toxicidade na amostra bruta de dgua de produgio,
ap6s a adigdo de Ulva sp. No entanto, a partir de concentragdes maiores que 4,8% de 4gua de
produgdo tratada com Ulva, as amostras exibiram toxicidade, o que podéria indicar a

presenga de outros compostos contribuindo com a toxicidade total da amostra (Figura 36).

Nos experimentos reélizados com Ulva sp, o pH:de todas amostras de 4gua do mar,
agua de produgio e solugdes de aménia diminuiu, apds 4 horas de imersfo da alga. Essa
diminuigdo do pH pode ter ocorrido em consequéncia da decomposigdo das algas, pois no
- momento da sua retirada, apés 4h de imersdo, elas apresentavam cheiro forte. HO et al.
(1999) obtiveram o mesmo resultado quando os e:q)eriméntos com Ulva sp foram realizados

em temperaturas maiores que 20°C. A temperatura utilizada nos experimentos realizados no
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Brasil foi de 24+1°C e pode ter dca’sionado a decomposigdo das algas, seguida de diminuigfo

do pH. Nos experimentos conduzidos nos Estados Unidos, ocorreu diminuigdo do pH das
amostras ap6s adigdo da Ulva sp, mas esta diminuigfio foi muito menos acentuada devido,

provavelmente, a temperatura utilizada de 20+1°C (Tabela 35).

A. punctulata exibe boa tolerdncia a variagdes de pH na faixa de 7,2 a 9,1
(BURGESS et al., 1996). A porcentagem de fec-ﬁndagz’io de A. punctulata no controle com
agua do mar do fracionamento com Ulva sp foi de 96% (Tabela 43), enquanto nos controles
dos testes com L. variegatus as porcentagens de fecundagio foram de 12 e 28% (Tabelas 45 e
46). Nos controles, com z’;gﬁa do mar e Ulva sp, dos testes realizados em maio de 98 (Tabela

47) a porcentagem de fecundagéo foi de 91%.

A observada diminuigio do pH das amostras ndo afetou a capacidade de assimilagéo

de aménia pelas algas, durante o periodo de 4 horas de exposigio.

Antes da inclusdo da alga Ulva sp como um meétodo de fracionamento, o unico
procedimento disponivel para caracterizar a toxicidade devido a presenga de amdnia em
misturas complexas era através da manipulagdo do pH das amostras. Embora seja um
procedimento eficiente, apresenta desvanfagens relaéibnadas ao efeito tamponante da agua
do mar (MOUNT & MOUNT, 1992) e a outras classes de compostos, como os metais ¢
organicos polares que também apresentam toxicidade dependente do pH (SPEHAR et al.,
1984; SCHUBAUER-BERIGAN et al., 1993).

A manipulagio do pH pode ser feita ou através de adigéio direta de 4cidos e bases
(USEPA, 1991) ou através do uso controlado da concentragdo de CO, atmosférico. Quando a
concentragdo de CO, é aumentada, o 4cido carbdnico (H,COs) se dissocia aumentando a
concentragdo de ions hidrogénio (H') que diminuem o pH da amostra. Quando o CO, é

reduzido ou esta ausente, os ions hidrogénio se apresentam na forma associada ¢ o pH da

amostra aumenta (MOUNT & MOUNT, 1992; BURGESS et al., 1996).

Experimentos utilizando o teste de fecundagfio com o ourigo Strongylocentrotus
purpuratus e amostra de dgua de produgiio bruta e tratada, coletada em 21/10/97, indicaram

que a diminui¢do do pH para 6,5 unidades, através da adig:?lo de 4cido cloridrico, diminuiu a



toxicidade das amostras tratadas e o aumento do pH até 8,5 unidades, através da adigdo de

' hidréxido de sddio, aumentou a toxicidade das amostras.

No planejamento desses experimentos havia sido previsto o uso da cémara de
atmosfera controlada para a manipulagdo do pH das amostras, mas devido a dificuldades na
obtengdo do CO, pelo laboratério, optou-se pela utilizagdo da adig@o de acido e base que se

mostrou um procedimento adequado.

Os resultados dos testes de fecundagdo com S. purpuratus e agua de produgio
submetida a ajuste de pH (6,5), filtragfio e coluna de C18 indicaram redugéio da toxicidade.
Nas amostras com pH bésico (8,5) houve aumento da toxicidade. Esses resultados sugeriram
o material particulado, organicos ndo polares e amfmia corho os principais responsaveis pela
toxicidade apresentada pelas amostras de dgua de produgfio. A amdnia ¢ uma forte candidata,
pois em pH baixo a fragfo toxica da amdnia (NH;) diminui e como consequéncia a toxicidade
também diminui. Quando o pH da amostra aumenta, a fragio téxica aumenta e a amostra
apresenta maior toxicidade. No entanto, em relagdic ao aumento da toxicidade na amostra
com pH de 8,5 outro fator também deve ser considerado. Segundo BAY et al. (1993) o teste
de fecundagfio com S. purpuratus é sensivel a mudangas de pH. Valores de pH maiores que
8,4 produziram efeito toxico sobre os gametas de S. purpuratus e reduziram a porcentagem

de fecundag@o para valores menores que 20% em pH 8,6 € maiores.

Dessa forma, o resultado do teste de fecundagfio com S. purpuratus conduzido com
agua de produgdio e pH 8,5 deve ser considerado com cautela devido a comprovada

sensibilidade desse organismo a valores de pH maiores que 8,4.

O uso do perdxido de hidrogénio no presente estudo, teve como principal objetivo a
simulagiio do tratamento proposto pela PETROBRAS para redugio de sulfetos e fendis e
verificagdo da toxicidade das amostras. Esses resultados foram apresentados e discutidos no
primeiro capitulo do presente estudo. Indicaram que embora seja um tratamento eficiente
para redugdo desses compostos, nfio apresenta a mesma eficiéncia em relagfo a redugiio da
toxicidade das amostras, mostrando que os sulfetos e fendis ndo sfio os principais

responsaveis pela toxicidade final apresentada pela agua de produgéo.



Essas conclusdes foram baseadas principalmente na incapacidade apresentada pelo

“tratamento com peroxido de reduzir a toxicidade das amostras. No entanto, a hipotese do

perdxido apresentar toxicidade, por si s6, deve ser considerada. Para analisar essa hipotese,

foram realizados os testes de fecundagio com A. punctulata e L. variegatus utilizando-se o

peréxido como substéincia teste.

No teste com A. punctulata, o valor da CE50;1h foi de 10,67mg/L (8,01-14,22) e no
teste com L. variegatus', o valor da CES50; 80 min. foi < 3,12 mg/L. Neste, o lote de organismos
utilizados apresentou maior sensibilidade, como pode ser observado pelo valor de CE50 para o
zinco, que foi <0,0137mg/L (Tabela 40).

As concentragdes iniciais de peroxido de hidrogénio utilizadas nas simulagdes do
tratamento variaram de 15,6 a 43,2 mg H,O,/L de 4gua de produgdo. Se considerassemos os
valores das CE50 do peroxido obtidos para os testes de fecundagfo, em conjunto com os valores
iniciais de perdxido utilizados, concluiriamos que o perdxido poderia apresentar toxicidade aos
organismos utilizados. Para a determinagfio segura das concentragdes responsaveis por efeitos

toxicos sobre os dois organismos, mais testes devem ser realizados.

Durante as simula¢Ges do tratamento quimico da égua de produgdo com perdxido,
houve redugiio das concentragdes de sulfeto e fendis e isso indica sua utilizagdo durante as
reagdes de oxidagdo. Na hipétese dele ter sido utilizado em excesso, durante a segunda etapa
do processo de tratamento para remog#o de fendis, sua presenga no final do processo seria em
niveis residuais. Caso ténha ocorrido a presenga de perdxido em niveis residuais, em algumas
das simulagc”)és do tratamento realizadas, essa presenga seria detectada através do

fracionamento das amostras com o tiossulfato de sédio.

O tiossulfato de sodio ¢ um agente redutor e exibe a capacidade de reduzir compostos
oxidantes como o peréxido de hidrogénio (HALL & MIRENDA, 1990), mas também exibe a
capacidade de quelar alguns metais. Segundo HOCKETT & MOUNT (1996) o tiossﬁlfato de
sodio remove a toxicidade devido a presenga de cobre, cddmio e mercirio e também pode
remover, mas de forma menos acentuada, a toxicidade devido a presenga de zinco, chumbo e

niquel.
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Os experimentos nos quélais o tiossulfato reduziu a toxicidade das amostras foram os
de abril de 97, com a amostra AP3 (Figura 41) e de outubro de 97 com as amostras AP2 e
AP3 (Figura 43). Dessa forma podemos sugerir, considerando-se a auséncia de outros
compostos oxidantes e desconsiderando-se a capacidade exibida pelo tiossulfato de quelar

alguns metais, que nessas amostrés o perdxido de hidrogénio pode ter contribuido com a

toxicidade final do efluente, mas em pequena proporgio, qﬁando comparamos os resultados

desse fracionamento com os de outros.

Embora o peréxido tenha sido utilizado como uma das etapas do tratamento da dgua
de produgdo, futuramente pode ser incluido como um método de fracionamento de efluentes
contendo’ sulfeto e orgéanicos polares como o fenol, seguido da adigdo de tiossulfato para a

remogdo de residuos de perdxido.

Nos testes de fecundagdo com L. variegatus realizados com EDTA e tiossulfato de
sodio, no presente estudo, foram obtidos valores de CESO variando de 199,6mg/L a
334,7mg/L. para o EDTA e de 298,2mg/l. a >800mg/L para o ﬁossulfato (Tabela 40).
Segundo BURGESS et al. (1996) os valores de CES0 dos testes de fecundagdo realizados
com A. punctulata sdo de 300mg/L para o EDTA e > 15000mg/L para o tiossulfato.

As concentragdes de EDTA e tiossulfato utilizadas para o fracionamento das
amostras de 4gua de producﬁo nos testes com L. variegatus foram de 83mg EDTA/L e de
117mg Na,S,05/L e nos testes com 4. punctulata foram de 83mg/L ¢ 79mg/L para EDTA ¢
tiossulfato, respectivamente. Essas concentragdes foram abaixo dos valores de CESO
responsaveis por efeitos toxicos sobre-‘ os organismos utilizados. Os controles com agua do
mar realizados através da adi¢do dessas concentragBes de EDTA e de tiossulfato nos testes
com A. punctulata e L. variegatus, respecﬁvamente, confirmaram que as‘ concentragdes
utilizadas ndo produziram efeitos toxicos, pois as porcentagens de fecundagdo foram iguais

ou maiores que 80%.

No presente projeto, os resultados do estudo de avaliagio e identificagio da

toxicidade de amostras brutas e tratadas de 4gua de produgdo-indicaram que o sistema de

tratamento implantado ¢ muito eficiente para a redugdo das concentragdes de sulfetos e

fendis, mas a mesma eficiéncia néo € atingida em relagfo a redugio da toxicidade. A escolha




do sistema de tratamento foi baseada nos resultados de analises quimicas que indicaram os

sulfetos ¢ fendis como os compostos presentes em maiores concentragdes. No entanto, a
realizagio de testes de toxicidade com amostras brutas e tratadas mostrou numa primeira
etapa, a pouca eficiéncia da oxidagiio quimica na redugéio da toxicidade. Na segunda etapa,
quando foi feita a simulagdo do tratamento completo, composta do processo de flotagio e

oxidagfo quimica, as amostras apresentaram-se menos toxicas aos organismos testados.

Esses resultados foram confirmados através dos fracionamentos realizados que
mostraram a Ulva sp, coluna de C18, filtragio e EDTA como os principais responsaveis pela
redugdo da toxicidade das amostras de dgua de produgdo. A principio, esses fracionamentos
sugerem a presenga de amodnia, compostos organicos ndo polares, material particulado e
metais, como as classes de contaminantes contribuindo em conjunto para a toxicidade final

observada.

A adigdo da alga Ulva sp além de ser muito eficiente na remogéo de amoénia também
apresenta grande capacidade para a remogdo de compostos ‘orginicos ndo polares, como foi
demonstrado no trabalho de HO et al. (1999). No. presente estudo, essas duas classes de
compostos estavam presentes em altas concentrages em todas as amostras de dgua de
produgdo analisadas. Nas amostras brutas e ndo diluidas de dgua de produgdo as
conéenuagées de aménia total variaram de 61,8 a 600mg/L e de 6leos e graxas de 32 a
100mg/L (Tabelas 5 e 28). Nas amosﬁés brutas e tratadas com salinidade ajustada essas
concentragdes variaram de 46 a 610 mg de amdnia total/L e de 8 a 264mg O&G/L (Tabelas
29 a 32). As altas concentragdes dessas duas classes de compostos ajudam a confirmar a
contribuigdo da aménia e orgdnicos nfio polares como os principais responséveis pela

toxicidade do efluente.

A toxicidade parcial das amostras devido & presenga da aménia foi confirmada
através do uso de outros fracionamentos. A diminuigfio do pH para 6,5 na amostra de outubro
de 1997 ¢ uso do teste com S. purpuratus resultou na redugdo da toxicidade da agua de
produgio e isto, como foi explicado anteriormente, ¢ uma indicag@o da presenga de aménia,

pois em valores baixos de pH a aménia est4 presente sob a forma de NH," que é a fragfio nio

toxica. As concentragdes de amonia total, na amostra utilizada no teste com S. purpuratus,

foram de 110mg/L nas amostras diluidas de AP1 e AP2, e de 90mg/L na amostra AP3.
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O fracionamento com zedlitas, realizado com os testes de fecundagio e
desenvolvimento embrio-larval com L. variegatus, reduziu a toxicidade das amostras apesar
de ter sido menos eficiente que o procedimento com Ulva sp (Tabelas 47 e 48). Nessas
amostras, AP1, AP2 e AP3 com 28,3% de agua de produgdo, as concentragdes de amdnia
foram de 610mg/L, 78mg/l. e 74mg/L, respectivamente (Tabela 32). Embora nfio tenham
sido realizados experimentos adicionais para verificar a eficiéncia das zedlitas na remogdo da
amoénia e redugdo da toxicidade, estudos conduzidos por BESSER et al. (1998) indicaram a
alta eficiéncia da adigdo de zeolite na remogdo da amodnia e redugfio da toxicidade da agua
intersticial de sedimentos misturados com aménia. A remogdo da aménia foi igual ou maior
que 70% e a redugfo da toxicidade para os organismos utilizados também foi observadé. No

entanto, os sedimentos contendo altas concentragdes de cadmio ou cobre e tratados com

‘zeolite ndo exibiram diminui¢do das concentragbes dos metais € nem tdo pouco da

toxicidade. Embora o uso do zeolite para a remogdo de metais presentes em efluentes seja
conhecido (BLANCHARD et al., 1984), BESSER et al. (1998) concluiram que as zedlitas
removem preferencialmente a aménia de solugdes contendo aménia e metais pesados.

API (1996) e SAUER et al. (1997) apés a realizagdo de um estudo de avaliagdo e
identificagdo da toxicidade da 4dgua de produgio de petroleo com salinidade de 230%o, 162mg
aménia/L. e CL50; 24h de 6% para Mysidopsis bahia, responsabilizaram as altas
concentragdes de aménia e salinidade, como as causas mais provaveis da toxicidade
observada. Nesse estudo foram realizados 6 fracionamentos da 4gua de produgdo e o tnico
procedimento que resultou na redugfo da toxicidade, foi o de ajuste-de pH. No pH 6 houve
redugdo signiﬁcativa da toxicidade e no pH 8, aumento. Os outros fracionamentos
consistiram de aeragio com nitrogénio e oxigénio, filtragdo e extragio de compostos
organicos neutros, basicos e acidos. Esse ultimo tipo de fracionamento de compostos
organicos foi especialmente desenvolvido para utilizagdo com amostras de 4gua de produgdo.
Entre eles, somente a extragdo de organicos neutros reduziu um pouco a toxicidade da

amostra.

. O procedimento com a coluna de C18 é responsavel pela remogdo de compostos
organicos nio polares presentes em efluentes, mas também pode remover metais (BURGESS

etal, 1996). A redugdo da toxicidade das amostras de agua de produgio no presente estudo,



apds a extragio através da coluna de C18 sugere os orgénicos ndo polares como um dos
principais responsaveis pela toxicidade observada do efluente. Outros fracionamentos
realizados juntamente com as andlises de Oleos e graxas auxiliam na confirmagdo desse

resultado.

O procedimento com a alga Ulva sp, como exposto anteriormente, além de remover

P amdnia exibe a capacidade de remover compostos organicos ndo polares, como os

hidrocarbonetos de petréleo.

Na interpretagdo dos resultados referentes a redugio da toxicidade da agua de
produgdo, apds a passagem pela coluna de C18, o pré-tratamento dado ds amostras é um fator

importante e deve ser considerado.

O pré-tratamento consiste na filtragdo das amostras através de filtro millipore de
0,45um de porosidade, visando-se com isso evitar o entupimento das colunas e colapso do

- sistema.

Os hidrocarbonetos de petroleo, que constituem parte dos orgénicos ndo polares,

podem estar presentes dissotvidos ou sob a forma de coldides (< 2um ) e particulas. Uma das
caracteristicas de algumas aguas de produgio ¢ conter altas concentragdes de matéria
organica dissolvida (MOD). Os coldides fazem parte da MOD e frequentemente, estdo
presentes em maior proporgdo em locais com altas concentragdes de MOD (FARRINGTON,

1988).

»

Os baixos valores de oxigénio dissolvido obtidos para as diferentes amostras de agua
de produgfio, juntamente com os altos valores de demanda bioquimica de oxigénio (DBO)
sdo indicagbes da presenga de elevadas concentragdes de matéria organica nas amostras de

agua de produgdo utilizadas no presente estudo.

Como a matéria orgdnica coloidal apresenta grande capacidade de adsorver
compostos hidrofobicos, muitos dos hidrocarbonetos de petréleo estarfio presentes associados
a coloides (FARRINGTON, 1988).

142 .
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No entanto, os hidrocarbonetos de petroleo apresentam diferentes capacidades de
serem adsorvidos e isto esta relacionado com seus coeficientes de partigdo, solubilidade e
adsor¢do. Aqueles com coeficientes de parti¢do (log K,) maiores que 4, como a maioria dos
hidrocar‘bonetos aromadticos polinucleares, estardo presentes adsorvidos as particulas sélidas,
e aqueles com coeficientes de partigdo menores que 4, entre eles o naftaleno (log K,»=3,33),
apresentam a tendéncia de estarem dissolvidos em solugdo (DORN & COMPERNOLLE,
1995).

De acordo com o exposto, € bem provavel que os aromaticos polinucleares com
coeficientes maiores que 4 tenham sido adsorvidos as particulas e em consequéncia,
removidos durante o processo de filtragdo. Dessa forma a redugdo da toxicidade apresentada
apés a manipulagdo com a coluna de C18 teria sido resultado, na realidade, da combinagio de

dois procedimentos: filtragdio e C18.

A filtraggo teria sido responsavel pela remogéo dos hidrocarbonetos particulados e
dos aromadticos polinucleares com log K., >4 adsorvidos as particulas, enquanto a coluna de

C18 teria removido os hidrocarbonetos com log K, <4.

A classe de compostos orgénicos néo polares estaria representada no efluente em
questdo, principalmente, pelos hidrocarbonetos aromaticos mono e polinucleares. Os
surfactantes que apresentam na sua estrututa tanto uma parte polar como uma ndo polar
também poderiam ter sido removidos pela coluna de CI18, mas as analises quimicas
realizadas indicam suas concentragdes em niveis muito baixos, tornando-os candidatos pouco

provaveis para a toxicidade observada.

Nas amostras de agua de produgdo utilizadas no presente estudo, nio foram
realizadas analises quimicas que permitisssm a determinagio e quantificagio dos
hidrocarbonetos de petréleo presentes, excegdo feita somente para as analises de BTEX. As
informag6es disponiveis sdo referentes principalmente & anélises de Sleos e graxas (0&QG),

bem como dados da literatura relativos a composigio da dgua de produgdio em geral.
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E importante esclarecer que a analise de 6leos e graxas abrange os hidrocarbonetos
de petroleo (ndo polares) e acidos graxos ou organicos (polares) como o acido acético, € estes

segundo BRENDEHAUG et al. (1992) ndo séo considerados perigosos ao ambiente devido a

sua baixa toxicidade.

Dados gerais sobre a presenga de hidrocarbonetos de petrdleo em dguas de produgéo
de diferentes origens indicam os hidrocarbonetos aromdticos mononucleares BTEX

(benzeno,' tolueno, etilbenzeno e xileno) como os mais -abundantes. No entanto, os

“hidrocarbonetos polinucleares sdo considerados os hidrocarbonetos de maior interesse

ambiental, devido a sua toxicidade e'persisténcia. Podem estar presentes em concentragdes
que variam de 0,08 a 3mg/L de agua de produgéo, mas grande parte das aguas de produgéo,
em geral, contém concentragdes menores que 1mg/L (NEFF & SAUER, 1996).

Em um estudo realizado por RABALAIS et al. (1991) com 12 diferentes efluentes,
caracterizados como dgua de produgdo e descartados em aguas costeiras da Louisiana, nos

Estados Unidos, os principais componentes orgéanicos presentes foram os acidos graxos

. alifaticos e aromaticos seguidos pelos hidrocarbonetos saturados (fragdo menos toéxica do

oleo crit e muito suscetivel a degradagfio microbioldgica), hidrocarbonetos volateis (75-95%
compostos por benzeno e tolueno) e fendis (altamente soliveis na 4gua e apresentam

toxicidade aguda em altas concentragdes).

Entre os hidrocarbonetos, os componentes presentes em menor proporgéo foram os
hidrocarbonetos aromaticos polinucleares, mas nessa fragfio, principalmente os alquil-
naftalenos e fenantrenos, sio considerados os mais toxicos no 6leo cra (BOESCH &
RABALAIS, 1987). Nas 12 amostras estudadas os naftalenos foram os mais abundantes
(RABALAIS et al, 1991).

No trabalho de STROMGREN et al (1995) com amostras de agua de produgio
provenientes de diferentes campos de producio do Mar do Norte, as concentragdes de
hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos, nas fragdes particuladas e dissolvidas, variaram de 6

a4 30mg/L. MORALES-LOO & GOUTX (1990) registraram concentragdes de 15 a 30mg/L

para o Golfo do México, e para 0 Mar do Norte, BRENDEHAUG et al. (1992) e
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‘ SOMERVILLE et al. (1987) registraram valores de 10mg/L e entre 20 a 40mg/L,

respectivamente.

Além dos dados bibliograficos que registram altas concentrages de hidrocarbonetos

de petréleo nas amostras de dgua de produgiio, muitos autores como BROWN et al. (1992),

® SAUER et al (1992) e STRQMGREN et al. (1995) obtiveram boas correlagdes entre a
toxicidade apresentada pela dgua de produgdo e as concentragdes de hidrocarbonetos de

petrdleo presentes nas amostras.

Estas informag8es s3o reforgadas pelo trabalho de JOHNSEN et al. (1993) que
estudaram a toxicidade de agua de produgio sintética, isto ¢, simularam a sua composi¢io
através da adigfio dos principais componentes suspeitos de ocasionar toxicidade, seguindo-se
suas concentragdes originais. A toxicidade dessa mistura foi medida pelo teste “Microtox” e
os resultados mostraram que os aromaticos contribuiram com a maior parte da toxicidade.
Entre os aromaéticos, os naftalenos foram o grupo mais téxico, enquanto os volateis (benzeno,

t
. tolueno e xileno) e a fragdo com 3-6 anéis aromaticos contribuiram, em menor proporgio.

O trabalho de STROMGREN et al. (1995) com a microalga Skeletonema costatum
reforga o exposto acima ¢ fornece fortes evidéncias da relagdo entre toxicidade de 4gua de

produgio filtrada, e a presenga de hidrocarbonetos de petroleo.

A diminuigdo da toxicidade apds o procedimento de filtragdo das amostras também
pode ter sido devido a um efeito fisico, através da remogdo de particulas em suspensdo. As

analises da série de solidos na agua de produgdo realizadas com as amostras coletadas em

agosto, outubro de 97 e fevereiro, abril de 98 confirmam a presenga de altas concentragbes de
s6lidos. Segundo CARR & CHAPMAN (1995) o material particulado em suspensdo exibe
efeito deletério, especialmente, sobre o teste de fecundago com A.punctulata, pois diminui a
capacidade dos espermatozobides localizarem e fertilizarem os 6vulos. Testes de fecundagdo
realizados com amostras de dgua intersticial centrifugadas para retirada de material em
suspensdo € ndo centrifugadas, contendo altas concentrac('SeS de material em suspens#o,

mostraram redugdo significativa da toxicidade nas amostras centrifugadas.
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No presente estudo, além dos procedimentos da coluna de C18, adigdo de Ulva sp e
filtragdo responséveis respectivamente pela remogdo de orgénicos ndo polares, amdnia e
material particulado, a adi¢do de EDTA, fesponsével principalmente pela remogdo de metais
bivalentes, também contribuiu para a redugdo da toxicidade das amostras de agua de

produggo.

No entanto, foram observadas diferengas em relagéio a redugdo da toxicidade tanto
entre as amostras enviadas aos Estados Unidos como entre as amostras utilizadas no Brasil.

Nos experimentos realizados com as amostras de fevereiro e margo de 97, a adigdo do EDTA

" néio reduziu a toxicidade (Figuras 39 e 40), enquanto em outros experimentos foi observada

redugdo da toxicidade apés o fracionamento das amostras com EDTA ( Figuras 41 a 45).

Diferengas nas concentragdes de metais preséntes nas amostras poderiam explicar os
resultados obtidos, mas andlises quimicas ndo foram feitas em todas as amostras. Outra
possibilidade estaria relacionada com a diferenca de sensibilidade entre as espécies utilizadas.
No entanto, com a amostra de abril de 97, onde foi utilizado o teste com A. punctulata, houve
redugdo da toxicidade na amostra AP1 e em menor proporgdo na amostra AP3 ap6s a adicdo
do EDTA.

Outros fracionamentos exibem a capacidade de remogdo de metais, como a Ulva,

‘coluna de C18, filtragdo, zeélitas e tiossulfato. Em relagdo a Ulva e zedlitas, existem

evidéncias de que a remog&o de metais na presenga da aménia ¢ insignificante através desses
dois procedimentos. Durante o procedimento de filtragdo o uso de filtros orgénicos ao. invés
de filtros de fibra de vidro, supostamente evitou a retengéo de météis (BURGESS et al.,
1996).

Segundo HOCKETT & MOUNT (1996) € BAY (1996) o EDTA remove a toxicidade
devido a présenqa de Cd, Cu, Hg, Zn, Mn, Pb e Ni, enquanto o tiossulfato remove a
toxicidade devida ao Cd, Cu, Hg, Ag ¢ Se. Ambos néio removem a toxicidade devido ao Fe,
Cr (II), Cr (IV), As, Se e Al. Além desses elementos, o tiossulfato também néo remove a
toxiéidade devido ao Pb e Zn. | |
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Nas amostras de agosto/ outubro de 97 e fevereiro/ abril de 98, as redugdes da
toxicidade pelo EDTA poderiam ser explicadas pelas presengas -de 2,1mgZn/L, 1,1mgZn/L,
0,16 mgZn/L e 0,57 mgZn/L, respectivamente. Essas concentragdes podem ter causado um

efeito toxico sobre o teste de fecundagdo com L. variegatus que apresenta CESO de

0,068mg/L para o zinco.

Segundo BURGESS et al. (1996) o EDTA remove preferencialmente metais
bivalentes. Os teores de bério nas amostras diluidas de 4gua de produgio foram elevados e
na faixa de 10,6 a 45,2 mg/L. Acredita-se¢ que o bario nfo aprésenta efeito téxico sobre os
organismos marinhos, pois na égué do mar € precipitado e dessa forma nio estaria
biodisponivel. No entanto, conforme j& exposto no primeiro capitulo, baixas concentragdes
de bario causaram efeito toxico sobre o desenvolvimento larval do mexilhdo M
californianus. A CE50 do bario para essa espécie foi de 0,189 mg/L. Os valores de CE50 de
agua de produgdo para o teste embrio-larval com L. variegatus nas amostras de agosto de 97
e fevereiro/ abril de 98 foram de 1,09%, 1,64% e 0,65%, respectivamente. As concentragdes
nominais de bario nessas concentragdes de agua de produgédo foram de 0,52mg/L, 0,29mg/L e
0,65mg/L. Essas concentragdes so bem proximas aos valores de bario responsiveis pelos

efeitos toxicos sobre M. californianus.

HIGASHI et al. (1992) realizaram uma série de fracionamentos quimicos de agua de

produgdo constituidos por extragdes sequenciais com solventes, andlises cromatograficas das

fragbes extraidas e eluidas e realizagdo de testes de toxicidade com embrides de M.

californianus com cada uma delas. Os resultados obtidos indicaram a fragéio contendo cations
divalentes, como responsavel pela toxicidade observada. Fracionamnetos subsequentes da
fragfo de cations, indicaram o bario como o principal suspeito pela toxicidade aos embrides

dos mexilhdes.

A afirmagdo de que o bério pode apresentar efeito toxico sobre a capacidade de
fecundagio e desenvolvimento embrio-larval de L. variegatus e de que essa toxicidade foi

reduzida apos a adigdo do EDTA ainda é prematura, embora existam indicagdes nessa direg3o.
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5, CONCLUSOES

2-

A toxicidade da dgua de produgdo bruta (AP1), expressa através dos valores médios das
CL50 e CE50 para todos os testes utilizados, variou de <0,39 a 24,3% de dgua de produgdo,

caracterizando um efluente variavel e toxico em sua composigio.

Aé amostras de agua de produgdo bruta apresentaram salinidade elevada entre 59 a 157%o,
teores de amodnia total entre 61,8 a 600mg/L, fenol entre 0;1 a 3,0 mg/L, baixos valores de
oxigénio dissolvido entre 0,64 a 3,9mg/L, 6leos e graxas entre 32 a 100mg/L, pH entre 5,97
a 8,72 e sulfeto entre 5,0 a 80mg/L.

O tratamento da agua de produgdo através da oxidagdo quimica com perdxido de hidrogénio
mostrou-se eficiente para a redugiio dos teores de sulfetos e fendis presentes nas amostras,
mas, ndo diminuiu a toxicidade das mesmas como pode ser observado pelos resultados de

todos testes realizados.

O ftratamento completo da agua de produgdo, através do processo de flotagdo seguido de

oxidagdo quimica, apresentou-se mais eficiente para a redugiio da toxicidade das amostras.

Dentre os pardametros definidos por legislagdo, apenas4 pH esteve dentro de limites
permitidos. Os teores dos metais na agua dé produgdo bruta que apresentam limites
definidos na legislagdo foram ultrapassados pelo bario, boro, chumbo e ferro. As analises de
metais nas amostras diluidas de idgua de produgio indicaram desequilibrio iénico causado

por um excesso ou deficiéncia dos ions calcio, estréncio, magnésio e potassio.

O uso do peroxido de hidrogénio seguido da adigio de tiossulfato de sédio é proposto como
um procedimento de fracionamento de efluentes contendo sulfeto e orgiunicos polares como

o fenol.
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Os procedimentos de fracionamento do efluente constituidos por aeragéo, filtragdo, adi¢des
de EDTA e tiossulfato de sodio, coluna de C18, Ulva sp e zedlitas, utilizados em conjunto
com o teste de fecundagdo com L. variegatus se mostraram adequados para utilizagdo em

estudos de avaliagdo e identificagio da toxicidade de efluentes salinos.

Os dois fracionamentos responséveis pelas maiores redugdes da toxicidade das amostras
brutas ¢ tratadas de agua de produgdio foram a coluna de C18, onde as amostras foram
previamente filtradas, e a adi¢do de Ulva sp, tanto nos testes com A. punctulata, como nos

testes com L. variegatus.

A toxicidade das amostras brutas e tratadas da dgua de produgdo foi associada a presenga
combinada de orgénicos ndo polares, amoénia,. material particulado e metais. O
posicionamento dos fracionamentos quanto & eficiéncia na redugdo da toxicidade das

amostras de agua de produgio foi em sequéncia: C18 > Ulva > Filtragdo > EDTA.

A eficiéncia dos procedimentos com a coluna de C18 e Ulva sp sugere a presenga de duas
classes de compostos como as principais reéponszivéis pela toxicidade das amostras de dgua
de produgfo: organicos ndo polares e aménia. O procedimento de filtragdo foi responsavel
por parte da redugdo da toxicidade e sugere a presenga de material particulado. A adi¢dio do
EDTA sugere a presenga de metais como uma das classes de compostos contribuindo em

menor proporgdo com a toxicidade final das amostras de agua de produgio.

A sensibilidade dos testes de fecundagdo e desenvolvimento .embrio-larval diferiu de acordo
com a espécie utilizada. Nas amostras testadas no Brasil, o teste embrio-larval foi mais
sensivel que o teste de fecundagdo com L. variegatus € nas amostras testadas nos Estados

Unidos, o teste de fecundagéo foi mais sensivel que o teste embrio-larval com A. punctulata.

A sensibilidade dos diferentes métodos de teste utilizados no Brasil ndo diferiu entre as
amostras brutas (AP1) e tratadas (AP2 e AP3). O posicionamento dos testes quanto &

sensibilidade foi: Embrio L.variegatus > M. juniae > V. fisheri > Fecundagdo L. variegatus.
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- 13- Para o monitoramento de rotina da agua de produgfo langada no canal de Sdo Sebastido
recomenda-se o uso conjunto dos testes de toxicidade aguda com M. juniae e V. fisheri
(Sistema Microtox) e do teste de toxicidade cronica de curta duragdo com L. variegatus

(desenvolvimento embrio-larval).
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Tabela 8- Efeito da decantagéo e centrifugacdo de amostras nio tratadas (AP1) e tratadas
(AP2) de agua de produgfo sobre a toxicidade através do uso dos testes de fecundagfo e
desenvolvimento embrio-larval com 4. punctulata.

Data N° Teste de fecundacdo (CES0; 60min em %)
Coleta de | experimento APl AP2
AP NT ':': E 'NTC E . T TD
22/10/96 1 0,32 g LT 0,43 >10
10/1/97 2 0,54 LT 0,49 1,59
3 <0,17 ,-;.;-'o,'zs | 0,43 0,86
20/2/97 4 <0,17 < 0,865 1 <0,39 -
Teste embrlo-larval (CES0; 48h em %)
10/1/97 2 - 4,67 e 3,23 - 5,86 Lol
3 1,63 3,51 - -
20/2/97 4 0,56 - <0,39 0, 42 045

NT- ndo tratada; NTC- néo tratada centnfugada T- trabada TD- tratada decantada TC-

tratada centrifugada

Tabela 9- Porcentagem de redugfio de sulfeto e amdnia de amostra nfo tratada e tratada com

peroxido de hidrogénio. »
AGUA DE Réplica| pH | Sulfeto |Redugdiode| Améniatotal | Redugdo de
PRODUCAO (mg/L) | sulfeto(%)| (mg/L) | ambnia(%)
NAO TRATADA 1 6,785 | 6,06 | oo 76,7
Inicial 2 6,773 | 6,01 72,3
3 6,822 | 579 68,1
X | 6793 | 595 72,4
Final 4 6,859 | 461 50,0
5 6,859 | 4,51 477
6 6,820 | 457 | o1 449 L
X | 6846 | 456 | 234 47,5 o344
TRATADA 7 1684 | 113 [ 62,7 -
8 6,871 | 1,05 56,7
9 6,864 | 098 | o 53,5 L
X |683 ]| 105 ‘82,3 . 57,6 204 -

Tabela 10- Porcentagem de redugdo de sulfeto e fenol de amostra ndo tratada e tratada com

perdxido de hidrogénio.

AGUA DE Réplica| Sulfeto |[Reducio de Fenol ~Reducio de-
PRODUCAO (mg/L) |sulfeto(%)| (mg/L) - fenol (%) -
NAO TRATADA 1 8.8 2,5 e
Inicial S
Final - 2 6,43 |27
TRATADA 3 0,442

4 0,471 R

X 0,456 ‘948 1,5
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Tabela 11- Porcentagem de redugfo de sulfeto e fenol de amostra néo tratada e tratada com

178

] peroxido de hidrogénio. _
AGUADE Réplica| pH | Sulfeto |‘Redugiiode | Fenol |Redugio de
PRODUCAO - (mg/L) | sulfeto (%) | (mg/L) | fenol (%)
NAO TRATADA 1 6,73 2,82 |- ol 20 L e
Inicial

Final 2 136 -

TRATADA 3 |85 00403 | 986 | 10 | 80

Tabela 12- Porcentagem de redugéo de sulfeto e fenol de amostra ndo tratada e tratada
com perdxido de hidrogénio.

Fenol

AGUA DE Réplica | pH | Sulfeto | Redugio de . Redugdo de
PRODUCAO (mg/L) | sulfeto (%) | (mg/L) | fenol (%)
NAO TRATADA L Eh S
Inicial 1 | 73] 928 3,0

Final 2 | - 685 | - 262 - -
TRATADA 3 |71 0610 934 - -
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Tabela 13- Porcentagem de redugdo de sulfeto e amonia de amostra ndo tratada e tratada
com peroxido de hidrogénio.

179

AGUA DE Réplica | pH | Sulfeto .Reduqﬁo de | Amonia | Redugio de
Pl}ODUCAO ' (mg/L) | sulfeto (%) (mg/L) |aménia (%)
NAO TRATADA S os Rl e '
Inicial 1 7,36 10,6 68,4

Final 2 |737] 108 - 66,1 3;4
TRATADA 3 7.80 | 0,302 97,1 64,0 - 6,4

Tabela 14- Porcentagem de redugdo de sulfeto e amdnia de amostra ndo tratada e tratada
com peroxido de hidrogénio.

AGUA DE Reéplica | pH | Sulfeto |- Redugiode | Aménia | Redugio de
PRODUCAO (mg/L) | sulfeto (%) | (mg/l) |amédnia (%)
NAO TRATADA R RN
Inicial 1 7,2 7,58 61,2

Final 2 72| 845 - :
TRATADA 3 7.7 0,234 © 96,9 433 : 29,2 E
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Tabela 18- Valores médios de CL50 e CESO (% AP) determinados para cada um dos testes

de toxicidade realizados com amostras bruta (AP1) e tratadas (AP2 e AP3) de dgua de

produgdo.
Agua TESTES DE TOXICIDADE
de Microtox | M. juniae L. variegutus A. punctula
produgio fecundagfio embrio fecundagdo | embrio
AP1 2,56 1,85 6,95 0,96 0,44 3,85
(1,56) - (0,58) (7,73) (0,47) 0,14) - (1,15)
n=8 n= n=8 n=38 n=4 n=2
AP2 3,6 0,92 7,38 0.66 0,43 2.65
(4,19) n=1 (2,67) (0,33) (0,25) (1,98)
n=4 n=3 n=3 n=4 n=3
AP3 3,93 2,21 7,76 1,16 3,27 -
(4,4) (0,02) (3,8) (0,82) n=1
n=4 n= n=4 n=3

(-) ndo realizado
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Tabela 19- Valores de concentragSes de efeito obtidos através de diferentes métodos

estatisticos para o teste de fecundacido com A. punctulata e agua de produgdo.

184

Datada - % AP1
coleta AP CESO CI50 CI25 CENO CEO
10/1/97 0,54 0,51 0,41 0,3 0,6
20/2/97 0,56 0,59 0,48 0,39 0,78
20/3/97 0,24 0,39 0,10 < 0,024 0,024
18/4/97 0,43 0,77 0,074 0,047 0,09
Média: 0,44 0,56 0,27 0,24 0,37
CV (%): 33,2 284 77 - -
n: 4 4 4 3 4
% AP2
10/1/97 0,49 0,49 0,39 0,3 0,6
20/2/97 0,76 0,73 0,55 0,39 0,78
20/3/97 0,33 0,48 0,10 <0,024 0,024
18/4/97 0,15 0,15 0,09 0,012 0,023
Média: 0,43 0,46 0,28 0,23 0,36
CV (%): 60 51,7 80,7 - -
n: 4 4 4 K] 4

Tabela 20- Valores de concentragdes de efeito obtidos através de diferentes métodos

estatisticos para o teste embrio-larval com A. punctulata e igua de produgio.

Data da , % AP1

Coleta AP CE50 CI50 CI25 CENO CEO . CEL &
10/1/97 4,67 6,22 2,79 0,6 1,3 0,88 L
20/2/97 <0,39 0,34 0,17 <0,39 0,39 .
20/3/97 3,03 3,47 2,05 0,8 4.6 S .19 -
Média: 3.85 3,34 1,67 0,7 2,09 1,390
CV(%): 29,9 86,8 80,8 - - e
n: 2 3 3 2 3 S22

‘ ' % AP2

10/1/97 3.23 3.82 1,94 0.6 1,3 . 0,88
20/2/97 0,45 0,48 0,21 <0,39 0,39 TR
20/3/97 4,29 4.16 2.48 0.8 4,6 1,9
Meédia: 2,68 2,82 1,54 0,7 2,09 L1390
CV(%): 74,7 71,9 76,6 - - R

n: 3 3 3 2 3 )
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Data da
coleta AP

18/6/96

125/7/96

20/8/97

21/10/97

10/2/98

1/4/98

29/4/98

18/5/98

Média:
CV (%):

n:

20/8/97

21/10/97

10/2/98

29/4/98

Média:
CV (%):
n:

20/8/97

21/10/97

10/2/98

5,31

5,36

3,94

29/4/98

11,9

11,66

0.35

Média:
CV (%):
n:

7,76
48,9

7,72
46,6

6,09
47,6
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Tabela 22- Valores de concentragdes de efeito obtidos através de diferentes métodos

186

estatisticos para o teste embrio-larval com L. variegatus

Data da
coleta AP
16/4/96

€

agua de produgdo

18/6/96

25/7/96

20/8/97

21/10/97

10/2/98

29/4/98

18/5/98

Média:
CV (%):
n:

20/8/97

21/10/97

10/2/98

29/4/98

Meédia:

eV (%):

20/8/97

21/10/97

10/2/98

1,97

0,46

29/4/98

0,40

0,11

Média:
CV (%):
n:

1,45
62

1,12

(*) ndo analisado
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Tabela 23- Valores da CE50; 15min do teste Microtox® e da CL50;96h do teste agudo com

Mysidopsis juniae realizados com sulfato de cobre e zinco em paralelo aos testes com agua

de produgdo. O intervalo de confianga é apresentado entre parénteses. (DP = desvio padrio;

CV = coeficiente de variagdo).

Data de coleta ‘Testes Micretox® (Cobre) M. juniae (Zinco)
de AP CE50;15min (mg/L) CL50;96h (mg/L)

16/04/96 1 0,61 (0,58-0,65)* 0,52 (0,43-0,62)
18/06/96 2 89.500 (69.000-117.000)** 0,34 (0,30-0,38)
25/07/96 3 - 0,39 (0,36-0,43)
20/08/97 4 0,18 (0,13-0,24) >0,56
21/10/97 5 0,22 (0,14-0,34) 0,42 (0,38-0,47)
10/02/98 6 0,28 (0,14-0,58) -
29/04/98 3 0,19 (0,14-0,25) -
18/05/98 9 22,87(19,7-26,5)%** -

10/08/98 10

0,24(0,16-0,34)

Valor minitno

0,142 0,267
(X ~2DP)
Valor méaximo 0,298 0,567
(X + 2DP)
DP 0,039 0,075
CV (%) 17,7 17,98

* sulfato de zinco; ** DMSOQ; *** fenol; (-) ndo realizado ‘
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Tabela 24- Valores das CE50; 80min, CE50; 24-28h e qualidade dos controles obtidos nos

testes de fecundagdo e desenvolvimento embrio-larval com Lytechinus variegatus realizados

com sulfato de zinco, em paralelo aos testes com agua de produgéo e outras substancias. O

intervalo de confianga é apresentado entre parénteses. DP = desvio padréo; CV = coeficiente

de variagdo.
Data de coleta | Testes % %
de AP fecundagdo | pluteus
nos normais
controles nos controles
16/04/96 1 23 73
18/06/96 2. 93 88
25/07/96 3 0 91
4 50 83
17/08/97° 5 87 -
20/08/97 6 95 52
21/10/97 7 98,5 *
05/02/98" 8 94 -
10/02/98 -9 69 *
01/04/98 10* 97,7 -
11 722 -
12 66 ;
29/04/98 88,2 86,5
18/05/98 85 80
04/12/98° | 15 91,2 *
édia
Valor minimo
(X - 2DP)
Valor maximo
(X +2DP)
DP
CV (%)

(a) 20% de fecundados na menor concentragdo testada; (b) realizados em paralelo com outras

substancias; (-) ndo realizado; (*) nio analisado
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Tabela 25- Valores das CE50; 60min , CE50; 48h e qualidade dos controles obtidos nos
testes de fecundagdo e desenvolvimento embrio-larval com Arbacia punctulata realizados

com dodecil sulfato de sodio (DSS) e sulfato de zinco em paralelo aos testes com agua de
produgdo. O intervalo de confianga ¢ apresentado entre parénteses. DP = desvio padrdo; CV=

coeficiente de variacdo.

Datade | Testes Fecundacio % Embrio-larval %
Coleta CES50; 60min fecunda- CE50; 48h pluteus
de AP (mg/L) ¢do (mg/L) normais

TR nos s T Zam nos
controles [ i controles
22/10/96 98 -
(98+2,4)
03/12/96 99 -
(99:0,7)
10/01/97 97,6 ; 95,8
)| (97,6+1,6) | (95,8+1,8)
76,8 1 812
1 (76,842,8) (81,2+£2.5)
20/2/97 1 822 T 878
(82,246,1) | | (87.825,6)
86,6 ; -
(86,613,6)
20/03/97 92.4 -
(92,4+1,7)
90,6 82,2
(90,6+6,3) 1 (82,2+4.6)
18/04/97 87,2 : : -
(87,2+0,8)
06/05/97* 10 96,6 -
(96,6123

Aédia’ 3 1 13
Valor minimo 2,89 -0,19 3,75 0,032
(X - 2DP) ‘ .
Valor méaximo 7.49 0,81 4,55 0.228
(X + 2DP)
DP 1,15 0,25 0,2 0,049 |
CV (%) 22,1 80,6 4,8 37,7

(-) ndo realizado; (*) teste realizado em paralelo aos testes com amostras coletadas em margo
e abril/97 eluidas em coluna de C18:
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Tabela 26- Parametros de qualidade da 4gua referentes aos testes com M. juniae e L.

190

variegatus.
Datas coleta | Tratamento | Concentragéo OD Salinidade { Temperatura pH
AP e testes (Y%ooumg/L) | (mg/L) (%0) °O)
20/8/97e¢ | AMF* 0 7,99 35 23 8,035
30/8/97 AP1 0,7 7,13 35 23 8,018
459 7,32 35 23 7,765
AP2 0,7 7,38 35 23 8,015
45,9 7,89 35 23 7,142
AP3 0,7 6,68 35 23 8,004
45,9 7,67 35 23 6,801
10/2/98 ¢ | AMF 0 3,21 36 22 8,12
14/2/98 Zinco 0,0067 3,28 36 22 8,09
0,22 2,67 36 22 7.97
AP1 0,23 2,94 36 22 8,09
59,2 0,65 36 23 7,73
AP2 0,23 3,02 36 23 8,14
59,2 1,10 36 23 7,99
AP3 0,23 2,93 36 22 8,08
59,2 0,79 36 22 7,87
1/4/98 e AMF 0 3,64 34 24 - 7,55
3/4/98 Zinco 0,00675 4,72 34 24 7,89
0,22 4,25 34 24 7,95
AP1 0,3 4,31 34 24 7,89
38,6 4,87 34 24 7,33
29/4/98 ¢ | AMF 0 7,6 36 25 8,0
4/5/98 Zinco 0,002 7,6 37 25 7.9
0,256 7,6 37 25 8,0
AP1 0,11 7,0 37 25 7,9
28.3 6,9 34,5 25 7,2
AP2 0,11 7,6 37 25 8,0
28,3 8,3 37 25 7,6
AP3 0,11 7,1 36 25 7.8
28.3 7,7 37 25 8,0
(¥) agua do mar filtrada

Tabela 27- Pardmetros de qualidade das amostras de 4gua de produgdo referentes aos testes
com A. punctylata conduzidos a salinidade de 30%o ¢ temperatura de 21+ 1°C.

Data da Data Amoénia NH; Sulfeto
coleta do OD(mg/L) pH total (mg/L) (ng/L) (mg/L)
de AP teste (min — max) | (min — max ) | (min — max) | (min — max) | (min — max
10/1/97 17/1/97 6,8 7,7 11,7-25,3 | 186-402 <0,1-2,47
20/2/97 27/2/97 5,83-5.85 7,6-7.8 10,3-20,2 | 237,9-282,8 <0,1
20/3/97 3/4/97 6,04-6,72 7,5-8,1 0,016-20,5 | 0,7-258,7 <(,1
18/4/97 28/4/97 5,55-7,57 7,7-8,0 0,004-24,4 0,1-880 <0,1
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Tabela 28- Parﬁmetros fisico-quimicos de amostras brutas ndo diluidas de agua de erl‘oducﬁozr .

Parametros - Data da coleta da dgua de producio
Abril/96 Junho/96 Julho/96
Salinidade(%o) 76 , 68 68
pH 6,97 - 7,16 6,9
DBO (mg/L) 1119 1171 404
DQO (mg/L) 2130 2990 1855
Oleos e graxas 32 100 58,8
. (mg/L) f \
| Benzeno (pg/L} | - , ** -
} [ Tolueno (ug/L) | - | 0097 -
1 Xileno (ug/L) - ** - ‘
| Fenol (mg/L) <0,31 1,74 2,87
Nit. Amoniacal 265 705 70,7
(mg/L) ; ,
Sulfeto (mg/L) 9,2 <4,0 4,8
Surfactantes 0,06 *k -
(mg/L) ~
Cloreto (mg/L) 37000 . 62500 42455
Metais (mg/L)
Aluminio <0,10 - -
® Bério - 435 <0,10
" Boro 450 - -
Cédmio * <0,005 0,16
Cilcio 1800 ‘ - -
Cromo <0,10 0,11 0,20
Cobre <0,10 0,26 <0,10_
Chumbo * 0,80 10,8
Ferro 3,50 . 379 30
Manganés <0,10 - -
Niquel <0,10 <0,01 <0,10
Vanadio <0,10 <1,70 0,20
, Zinco 0,53 2,70 0,75 50 005
4 (-) néo realizado; (*) abaixo do limite de detecgdo; (**) presenga de interferentes; (ND) nio definido

(a) Valores maximos permitidos para langamento de efluentes em aguas costeiras segundo Legislagdes
Fodceral ¢ Estadual: Resolugio CONAMA 20, art.21, 1986 ¢ Lei 997, art. 18, 1976.

(b) Valores de referéncia para 4gua do mar segundo Tibbetts et al. (1992)

(c) Valores de referéncia para 4gua do mar no Canal de Sdo Sebastido segundo Moreira et al. (1989)
(d) Valores maximos permitidos para langamento de efluentes.ao mar no Polo Petroquimico de
Camagari, Bahia (CRA, 1997)

L
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Tabela 29- Parametros fisico-quimicos de amostra ndo tratada (AP1) e amostras tratadas

o

"

(AP2 ¢ AP3) de agua de produgdo coletada em agosto de 1997 apés diluigdo com dgua 7

destilada.

Parametro 45,9% de Agua de Produgdo
| (mg/L) AP1 AP2 | AP3
Cloreto(Cl) 20000 20000 20000
DBO (5d, 20°C) 533 - -
DQO 1220 - -
Fenéis (CsHsOH) 0,96 <0,063 0,72
Nitrogénio amoniacal 56 50 46
(N) ' v

Oleos e Graxas 264 72 48
pH 7,16 - -
SERIE DE SOLIDOS

Totais ' 36690 37475 36355

Fixos totais 33.370 33140 33150

Volateis totais 3320 4335 3205

Dissolvidos totais 33915 36963 36159

Suspensos totais 2775 - 512 196

Sedimentaveis mL/L 2.5 1,5 <0,1
Dissolvidos fixos 32285 32812 33008
Dissolvidos Volatcis 1630 4151 3151

| Suspensos fixos 1085 328 142

Suspensos voliteis 1690 184 54
Sulfeto(S) <0,8 <0,8 <0,8
Benzeno 0,95 1,0 0,96
Etil benzeno 0,08 0,11 0,04
Tolueno 0,61 0,67 0,41
Xileno 0,18 0,23 0,13
Surfactantes (MBAS) <0,20 <0,20 <0,20
Salinidade (%o) 35 35 35

(-) ndo realizado; (ND) n#o definido;

(a)Valores méaximos permitidos para langamento de efluentes em aguas costeiras segundo Legislagdes
Federal e Estadual: Resolugio CONAMA 20, art.21, 1986 e Lei 997, art.18, 1976.

(b)Concentragdes maximas permitidas na agua de produgfio apos tratamento através da methor
tecnologia praticavel (MTP) (13,abril, 1979, EPA)

(c)Valores méximos permitidos para langamento de efluentes ao mar no Pélo Petroquimico de
Camagari, Bahia (CRA, 1997)
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Tabela 30- Pardmetros fisico-quimicos de amostra ndo tratada (APl) € amostras tratadas
(AP2 e AP3) de agua de produgdo coletada em outubro de 1997 apoés diluigdo com agua

destilada.

Parimetro 43.6% de Agua de Producio
| (mg/L) AP1 AP2 AP3
Cloreto(Cl) 20900 20650 21150
DBO (5d, 20°C) 583 - -
DQO : . 797 - -
Fenois (CcH;OH) 0,14 0,18 0,28
Nitrogénio amoniacal 110 110 90
)
Oleos e Graxas 42 14 22
pH 7,01 - -
SERIE DE SOLIDOS
Totais 37.140 38100 37835
Fixos totais 33910 34220 36635
Voliteis totais 3230 3880 1200
Dissolvidos totais 36768 37738 37593
Suspensos totais 372 362 242
Sedimentdveic mL/L 0,3 06 <0,1
Dissolvidos fixos 33566 33880 36433
Dissolvidos Voldteis 3202 3858 1160
Suspensos fixos 344 340 202
Suspensos volateis 28 22 40
Sulfeto(S) 0,8 2,0 2,0
Denzeno <0,008 <0,008 0,041
Etil benzeno <0,006 |<0,006 <0,006
Tolueno 0,008 <0,003 0,611
Xileno <0,010 <0,010 0,010
Surfacianies (MBAS) <0,40 <0,40 <0,40
Salinidade (%) 34 34 34

{-) ndo realizado; (IND) néo definido;

(a)Valores maximos permitidos para langamento de efluentes em dguas costeiras segundo Legisla¢des
Federal e Estadual: Resolugic CONAMA 20, art.21, 1986 e Lei 997, art. 18, 1976.

(b)Concentragdes maximas permitidas na agua de producao apos tratamento através da methor
tecnologia praticavel (MTP) (13,abril, 1979, EPA)

(c)Valores méximos permitidos para langamento de efluentes ao mar no Polo Petroquimico de
Camagari, Bahia (CRA, 1997)
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Tabela 31- Pardmetros fisico-quimicos de amostra ndo tratada (AP1) e amostras tratadas
(AP2 e AP3) de agua de produgdo coletada em fevereiro de 1998 apds diluigdo com agua

destilada.

Parametro 59,2% de Agua de Produgéio
| (mg/L) AP1 AP2 AP3
Cloreto(Cl) 21400 21000 20700
DBO (5d, 20°C) 476 NR NR
DQO 2570 NR NR
Fenéis (CcHsOH) 0,84 0,18 0,83
Nitrogénio amoniacal 55 61 61
N)
Oleos e Graxas 64 44 56
PH v 6,93 NR NR
SERIE DE SOLIDOS
Totais 39280 37625 37405
Fixos totais 30890 31725 29405
Volateis totais 8390 5900 8000
Dissolvidos totais 30030 37345 37179
Suspensos totais 250 280 226
Sedimentdveis ml /1, <01 <0,1 <01
Dissolvidos fixos 30726 31573 29241
Dissolvidos Voldteis 830 S772 7038
Suspensos fixos 164 152 164
Suspensos volateis 8s 128 62
Sulfeto(S) 512 <0,8 <0,8
DEiizeiio 3,835 2,889 1,050
Etil benzeno 1,430 1,317 0,433
Toiuenv 0,012 5,452 2,030
Xileno 0,718 9,718 3,010
Surfactanies (MBAS) 0,i0 <(,40 0,13
Salinidade (%) 36 36 36

AT

(-) n8io realizado; (ND) néo definido;

(a)Valores maximos permitidos para langamento de efluentes em aguas costeiras segundo Legisla¢des
Federal ¢ Estadual: Resclugiic CONAMA 20, art.21, 1986 ¢ Lei 997, art.18, 1976.

(b)Concentragdes maximas permitidas na agua de produgdo apés tratamento através da melhor
tecnologia praticavel (MTP) (13,abril, 1979, EPA)

(¢)Valores maximos permitidos para langamento de efluentes ao mar no Pélo Petroquimico de

Camagari, Bahia (CRA, 1997)
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Tabela 32- Parametros fisico-quimicos de amostra nfo tratada (AP1) e amostras tratadas
(AP2 e AP3) de 4gua de produgdo coletada em abril de 1998 apés diluigdo com agua

oy

.

destilada.

Parametro 28.,3% de Agua de Producéio

| (mg/L) AP1 AP2 AP3
Cloreto(Cl) 14750 17500 17750
DBO (5d, 20°C) 225 - -
DQO 661 - -
Fenois (CcHsOH) <0,063 <0,063 <0,063
Nitrogénio amoniac. 610 78 74
N)

Oleos e Graxas 12 40 8
pH 6,5 - -
SERIE DE SOLIDOS
Totais 33010 33760 38140
Fixas totais 29735 31490 32520
Volateis totais 3275 2270 5620
Dissolvidos totais 32722 33264 37954
Suspensos totais 288 496 186
Sedimentiveis mI/I, <01 04 0,1
Dissolvidos fixos 29571 31122 32346
Dissolvidos Voldteis 315 2142 5608
Suspensos fixos . 164 368 174
Suspensos volateis 124 128 12
Sulfeto(S) 4,8 2,8 <08
Benzeio 0,513 0,430 0,329
Etil benzeno 0,080 0,160 0,033
Toluenv 0,415 0,478 0,225
Xileno 0,375 0,438 0,109
Suriacianies (MBAS) 0,09 0,08 0,i4
Salinidade (%0) 34 37 37

(£

(-) ndo reaiizado; (ND') ndo definido;

(a)Valores maximos permitidos para langamento de efluentes em aguas costeiras segundo Legisla¢des
Federal ¢ Estadual: Resclugiic CONAMA 20, art.21, 1986 ¢ Lei 997, art. 18, 1976,

(b)Concentragdes maximas permitidas na dgua de produgio apds tratamento através da melthor
tecnologia praticavel (MTP) (13,abril, 1979, EPA)

(c)Valores méximos permitidos para langamento de efluentes a0 mar no Pélo Petroquimico de
Camagari, Bahia (CRA, 1997)
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i Tabela 34- Valores de amdnia total obtidos em intervalos de 2h apds exposigdo a diferentes
| concentragdes de dgua de produgio ndo tratada & 10g e 20g da alga Ulva sp em 4/12/96.

Agua Llva sp
de Salini- | Duragéo 10g/80mL 20g/80mL
produgdo| dade | (hora) | pH | Aménia [ pH Amodnia |1
(%) (%o0) total total
L (mg/L) (mg/L)
| 0 7,34 11,2 7,34 11,2
T2 1736 5.8 7,19 42
21,3 30 4 7,23 3,5 7,16 23
6 7,04 3,6 6,81 4.2
6* 7.75 233 - -
0 7,22 25,5 7,22 25,5
2 7.19 18,9 7.11 14.0
42,7 30 4 7,00 11,8 7,00 9,6
6 6,95 140 6.82 128
6* 7,16 49,4 - -
0 | 6,87 55 6,87 55
2 7,04 49,6 7,02 333
100 70 4 7,08 37,2 6,85 27,5
® 6 6,84 66,5 6,58 50,0
) 6* 7,20. 120 = -
(*) sem alga
Tabela 35- Valores de amoénia total e ndo ionizada (NH;) de 4gua de produgdo bruta e tratada
com perdxido de hidrogénio antes e apds adigdo de Ulva sp (20g/80mL) em 5/2/97.
44% de aguade | Duragdo pH Amoénia
=~produgdo (hora) total
(mg/L)
Bruta 0 7,93 31,6
4 7,45 16,0
® 5 145 10,9
- Tratada com 0 7,93 27,0
peroxido 4 7.45 8.3
5* 7,44 6,5

®

(*) analise realizada ap6s centrifugac@o da amostra
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Tabela 36- Pardmetros fisico-quimicos das amostras brutas de agua de produgdo utilizadas nos
experimentos com Ulva sp realizados em 6/2/98 e 3/4/98 no Brasil.

Data da coleta | Salinidade pH Amonia total Fenol Sulfeto
de AP (%0) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
5/2/98 67 7,0 150 0,6 40
1/4/98 88 6,6 500 2,0 18

Tabela 37- Valores de pH, amdnia total e ndo ionizada em diferentes amostras com salinidade de
34+1%o antes e apds 4 horas de exposigio 4 alga Ulva sp a temperatura de 24+1°C.

Datae | Data Tipo de Duragdo | pH | Amoéniatotal | NH; | Remogdo de
local | experi- amostra (hora) (mg/L) (ng/L) | amonia total
coleta | mento , (%)
5/2/98 | 6/2/98 | 52% de agua 0 7,07 250 - -
Araga de produgéo | 76,61 25T 1456 BU—
2/4/98 | 3/4/98 | 38,6% de égua 0 7,09 250 - -
praia de produgdo 4 6,74 >5,0 - -
do  Agua do mar 0 8,1 - - -
Léazaro filtrada 4 7,5 - - -
Smg de 0 8,0 5,0 214 -
NH,C1 4 7,3 1,0 9,5 80
30/11 [4/12/98! Aguadomar 0 1.6, - - -
Araga filtrada 4 7.3 - - -
Smg de 0 7,7 50 102 -
NH,C1 4 7.4 2,5 26 50
Wmg de ¢ 7.6 10,0 162 -
NH,Cl 4 7,5 5,0 64 50

Tabela 38- Valores de pH e amdnia ndo ionizada (NH;) em diferentes concentragdes nominais

- _de cloreto de aménia (NH4Cl) a salinidade de 34%o e temperatura de 24°C.

NH4C} Data dos experimentos
(mg/L) 3/4/98 4/12/98
] pH  ~ _NH; (pg/L) pH NHi(pg/L)
Agua do mar 7,87 - 7,6 _ -
0,312 7,91 9.9 7.5 4.0
0,625 7.86 19,9 7.5 8.1
1,25 7,85 31,8 7,6 20,2
2.5 7.84 63,7 7.7 51
5.0 7,92 159 7.7 102
10,0 - - 7.6 162
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Tabela 39- Valores médios de fecundagdo para o ourigo S. purpuratus apds exposigio a
amostras brutas (AP1) e tratadas (AP2) de 4gua de produgdo manipuladas através dos

procedimentos de filtragfo, coluna de C18 e diferentes valores de pH.
Fracionamento 43,6% de agua de Numero médio de 6vulos fecundados
producio (%)
- Controle AMF 93
Baseline APl 0
AP2 0
AP3 0
Filtragdo ‘AP1 69
AP2 63
AP3 58
Ci18 Controle AMF 98,7
AP1 82
pH 6,5 AP1 0
AP2 78
AP3 17
pH 7,5 AP1 0
AP2 65
AP3 29
pH 8,5 APl -
AP2 0
0

- = .
{AMTF) 4gua do mar filtrada; (-) nfo rcalizado
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Tabela 40- Valores de CE50 para peroxido de hidrogénio, EDTA e tiossulfato de sédio obtidos
nos testes de fecundagfo com A. punctulata € L. variegatus.

Teste de Data CES0 (mg/L)
fecundagdo
DSS Zinco H,0, EDTA Tiossulfato
A. punctulata | 29/4/97 3,27 - 10,67 - -

(60min.

(2,91-3,68) |

(8,01-14.2)

L. variegatus | 17/8/97 - >0,11 - 199,61 298,19
-(80 min.) (l 17,8-338,2) (250,1-355,5)
‘ 5/2/98 - <0,0137 <3,12 213,4 >800
(207,06-219,96)
1/4/98 - >0,22 - 334,74 >800

(328,27-341,33)

{(-) ndo realizado
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Tabela 41- Resultados dos testes de fecundag@io com A. punctulata realizados com amostra
de 4gua de produgdo coletada em fevereiro de 1997 e submetida a 6 fracionamentos fisico-

uimicos.

Data Agua de Teste Controle | 6,2% AP | CEsy;lh (%)
Produgcdo/ (% Fec.) | (% Fec.) 1(0))
tratamento

27/02/97 - DSS 87 - 4,34
(3,394,80)
0,56
Aeragdo - 0 0,58
{0,55-0,60)
Filtragdo 87 25 4,55
Nio Tratada (4,16-4,97)
(AP1) EDTA - 0 0,56
(0,54-0,57)
Tiossulfato de - 0 0,56
s6dio (0,54-0,57)
Cis 76 64 16,2
(14,4-18,2)
Aeragdo
(0,93-1,08)
Filtragéo 87 55 7,45
Oxidacéo (6.71-8.28)
quimica EDTA - 0 1,01
(AP2) : (0,93-0.94)
Tiossulfato de - 0 0,88
sédio (0,82-0.94)
Cis 76 83 9,31
(9.03-9.60)
Ulva sp - 76 8,26
(7,90-8.64)

(*) teste realizado com amostra de agua de produgdo ndo fracionada; (-)ndo realizado

&
2 Diblistec
:;:O

\7s p S
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Tabela 42- Resultados dos testes de fecundagfio com 4. punctulata realizados com amostra
de agua de produgdo coletada em margo de 1997¢ submetida a 6 fracionamentos fisico-.

quimicos.

Data Agua de Teste Controle |26,4% AP| CEg;lh (%)
Producio/ (% Fec.) (%Fec.) 1o
tratamento

3/04/97 - DSS 91 - 6,43
(mg/L) (5,96-6,94)
T 18-0,31
Aeragfo 51 0 0,16
(0,12-0,22)
Filtragio 94 17 11,32
Nio Tratada (9,83-13,03)
(AP1) EDTA 95 0 0,40
’ (0,36-0,45)
Tiossulfato de 92 0 0,73
sbdio (0,61-0,87)
Cis 37 54 >26,4
30,08
Aeragdo
‘Filtragdo 94 41 20,91
Oxidacao (14,95-29.25)
quimica EDTA 90 0 0,49
(AP2) (0,36-0,66)
Tiossulfato de 85 0 0,50
sodio {0,39-0,64)
Cis 51 83 >26,4
Uklva sp - 59%x 19,94

(14,69-27,05)

(*) teste realizado com amostra de agua de produgfo ndo fracionada; (-) ndo realizado;
(**) concentracdo de 21,1% de AP
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Tabela 43- Resultados dos testes de fecundagdo com A. punctulata realizado com amostra
de 4gua de produgio coletada em abril de 1997 e submetida a 6 fracionamentos fisico-

quimicos.

Data Agua de Teste Controle | 48,4% AP CEs;1h (IC)
Producio/ (% Fec.) | (% Fec.) (%)
. tratamento
29/04/97 - DSS 87 - 3,27(2,91-3,68)

ferd

Aeragio 21 0 0,49(0,46-0,52)
Nio tratada Filtragio 86 0 0,96(0,86-1,07)
(AP1) EDTA 93 0 6,03(5,22-6,98)
Tiossulfato 93 0 '0,16(0,14-0,18)
Cis 0 5,46(5,09-5,86)

Ulva sp

Oxidacio
quimica
(AP2)

eferén

Aeragéo 37 0 0,50(0,44-0,56)
Filtracdo 76 0 4,43(3,55-5.52)
EDTA 96 0 0,38(0,35-0,41)
Tiossulfato ]4 0 0,38(0,35-0.42)
Crs 60 35 12,53(7,28-21,59)

Flotag¢do + ] Aeragido 12 0 2,06(1,68-2,54)
Oxidagdo |  Filtracdo 72 7 10,19(7,99-12,98)
quimica EDTA 89 0 1,22(1,09-1,37)
(AP3) Tiossulfato 93 0 1,33(1,20-147) |
Cis 63 8 29,76(27,19-32,57)
Uka sp 26 28 >48.4

(*) teste realizado com amostra de 4gua de produgdo ndo fracionada
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Tabela 44- Resultados dos testes de fecundagdo com L. variegatus realizados com amostra

de agua de produgdo coletada em agosto de 1997 e submetida a 6 fracionamentos fisico-

quimicos.
25/8/97 Agua de Teste Controle | 45,9% AP | CES50; 80min. (IC)
producio/ (% Fec.) | (% Fec.) (%)
tratamento
Zinco 95 - 0,09(0,08-0,09)
(mg/L)
- Baseline* 95 -0 1 24,29(22,7-25,9)
(Referéncia) : smar i sl e :
Aeragdo 99 0 26,86(25,34-28,48)
Ni#o tratada| Filtragdo 100 16 34(33,15-34,87)
(APT) EDTA 99 55 45,10(39,87-51)
Tiossulfato 95 0 18,51(17,56-19,52)
Ca 99 100 >45.9
Ulva sp - - -
' Baseline* 95 98 - >459
(Referéncia) : :
Oxidagao Aeracéo 99 96 >459
Quimica Filtracdo 100 98 >459
(AP2) EDTA 99 0 28,82(27,36-30,36)
Tiossulfato 95 0 16,80(15,17-18. 59)
Cis 29 6 33,70(32,84-34,58)
lva sp " 1,5 9,10(7,77-10,66)
~ Baseline* 95 -1 10,04(9,42-10,70)
(Referéncia) S :
- Flotacao + Aeragdo 99 0 6,36(5,67-7,14)
' Oxidagdo | Filtracdo 100 0 <0,17
Quimica EDTA 99 0 4,79(4,34-5,29)
(AP3) Tiossulfato 5 0 <0,17
Cis 96 90 >45.9
Ulva sp - 0 9,10(8,60-2,64)

(*) teste realizado com amostra de agua de produgéo ndo fracionada
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Tabela 45- Resultados dos testes de fecundagdo com Lytechinus variegatus realizados com
.amostra de gua de produgdo coletada em outubro de 1997e submetida a 6 fracionamentos

fisico-quimicos. ,

27/10/97 | Agua de Teste Controle | 43,6% AP | CES50; 80min.(IC)
producio/ (% Fec.) | (% Fec.) (%)
tratamento Zinco 08 - < 0,027

(mg/L)
referénicia)
Aeragio 91 0 7,13(6,69-7,58)
Nio tratada| Filtragdo 12 11 33,81(32,31-35,37)
(AP1) EDTA 98 0 19,73(18,21-21,37)
Tiossulfato 91 0 7,13(6,69-7,58)
,C"‘ 79 27 35,45(33,14-37.92)
Aeracio 91 0 7.68(7,.51-7.85)
Oxidacio Filtragdo 12 60 >43,6
Quimica EDNTA 98 ]3 >43.6
(AP2) Tiossulfato 91 0 10,17(9,2-11,24)
Cis 66 88 >43,6
Ulva sp 12 86
{referéncia
Flotacdo + Aeracio a1 0 10,75(10,03-11 82)
Oxidacdo Filtragdo 12 84 >43,6
Quimica EDTA 08 0 23,03(21,31-24.89)
(AP3) Tiossulfato 91 0 ,59(6,10-7,12)
Cis 91 82 >43,6
Ublva sp 12 94 >43,6

nosira de dgua de produsio o
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Tabela 46- Resultados dos testes de fecundagdo com Lytechinus variegatus realizados com

amostra de 4gua de produgio coletada em fevereiro de 1998 ¢ submetlda a 6 fracionamentos
fisico-quimicos.

13/2/98 Teste Controle | 59,2% AP | CE50; 80min.(IC)
Agua de (% Fec.) | (% Fec.) (%)
producio/
tratamento Zinco 69 - 0,02(0,01-0,02)

(mp/L)

40,63(38, 85-42 48)

Aeracio 0 - 3,92(3,14-4,88)
Ndo tratada| Filtragdo 0 5,06(4,72-5,42)
(AP1) EDTA 0 10,97(9,15-13,13)
Tiossulfato 0 2,76(2,66-2.87)
2
1.5

Oxidacgdo Aeracio . 5,12(4,97-5,28)
Quimica Filtracdo 80 0 22.38(20.97-23.89)
(AP2) EDTA | 71 0 25,60(23,09-28,39)
Tiossnlfato 67 0 5.23(NC)
49,7

28 87(’H ’26 ‘2’) 76\

Flotacéo + | Acrag:ao

5 (3,30-3,89)
Oxidacdo Filtragio 20 2 42 31(4178-42 85)
Quimica EDTA 71 0 10,91(9,01-13,21)
(AP3) Tiossulfato 67 0 4,23(3,95-4.52)
Cig 84 95 >59,2
Ulva sp 28 64 >592

(*) teste realizado com amostra de agua de produgdo ndo fracionada; (NC) ndo calculavel
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Tabela 47- Resultados dos testes de fecundagéo com Lytechinus variegatus realizados com
amostra de agua de produgdo coletada em abril de 1998 e submetida a 7 fracionamentos

fisico-quimicos.

3/5/98 Agua de Teste Controle |28,3% AP | CE50; 80min.(IC)
produgio/ (% Fec.) | (% Fec.) (%)
tratamento Zinco 88 - 0,02(0,02-0,03)

(mg/L)

‘eferéncia)
Aeragiio 85 20,05(19,9-20,19)
Nio tratada | Filtragio 96 >28,3
(AP1) EDTA 93 >283
Tiossulfato 77 10,95(9,60-12,50)
- >283

25,98(23,36-28,89)

11,87(11,16-12,63)

. 1
Oxidacio | Filtracio 96 1 18,59(17,63-19,60)
Quimica EDTA 93 1 18,28(17,39-19.21)

(AP2) Tiossulfato 77 1 7,59(6,22-927)
Cus 83 93 >28.3
Ulva sp 01 4 18,73(17,63-19,90)
Zeolite 66 1

17,65(16,68-18,66)
LRV

Baoalina
{feferéncia)
Aeragio 85 1 15,10(14,08-16,20)
Flotagdo + | Filtrago 96 0 15,87(14,76-17,06)
Oxidaciio EDTA 93 16 120,99(20,11-21,92)
Quimica | Tiossulfato 77 2 11,48(10,09-13,07) |

(AP3) Cis 91 3 20,05(19,66-20,45)
Ulva sp 91 37 24,93(22,51-27,61)
Zeuliie 66 0 20,05(19,90-20,19)

(*) teste realizado com amostra de 4gua de produgfo nédo fracionada
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Tabela 48- Resultados dos testes de desenvolvimento embrio-larval com Lytechinus
variegatus realizados com amostra de 4gua de produgéo coletada em abril de 1998 e
submetida a 5 fracionamentos fisico-quimicos.

3/5/98 Agua de Teste Controle | 0,88% AP | CES0;24h (IC)
| producdo/ (% (% (%)
tratamento pluteus) | pluteus)
Zinco 89 - 0,09(0,08-0,10)
(mg/L)

Nao tratada
(AP1)

Filtragdo 81 0 <0,88
EDTA 89 41 0,89
Cis 75 9 <0,88
Ulva sp 8 54 1,05(0,98-1,13)
Zeolite 95 42

0,92

Oxidacao
Quimica
(AP2)

Filtracdo

81 23 <088
EDTA 89 44 ~0,93(0,82-1,05)
Cus 75 89 1,24
Ulva sp 8 74 1,23(1,20-1,27)

102

Flotacéo +

81 31 <(,88
Oxidacsio EDTA 89 47 0,08
Quimica Cis 75 88 1,24
(AP3) Uhva sp 8 74 1,23(1,20-1,27)
Zeolite 95 51 1,02
(*) teste realizado com amostra de dgua de produgdo nfo fracionada
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Figura 1- Tanque de armazenamento de efluentes do DTCS/PETROBRAS em Sdo
Sebastifio, Sdo Paulo.



=
Y T MID U \l SR
o -

-
v

3 . ‘oneJ 0BS ‘0BNSEqIS
OLIESSIUR 0P 0304 , , : SBISTT BD BIEL A — 7 TS \\\\\
LINSNYD €pos ap sonbuuy, PES W SYHHOULAA/SILA OP SHUIN[JI Ip OjudwIBjel], 2p OBIE)ISH Bp ejue[d ~ 7 LK |

3¢}
L]

0JLIDJ[NiS OpPIOE ap sanbus],

orugdoapiy ap opixoaad ap sanbuey,

031j9.1)91fod ap anbue],

SE.10pESOp SEquIog

. OB3EB)SI Bp 2[0.)U0D AP OIPIA]

ogdezi[eynau ap Inbue],

sioudj Ip opdepixo Ip sanbue]

0gIBIIpIIe 3p anbuw],

$0)3jIns ap ogdepixo ap sanbuv],

e
5

OpIZnpul .i¢ 9p J0peIoj]

opwjo)j 0310 3Ip anbue],

B

—
o winvelelaZma

dV ojuduigudzeurae OB—V:«_.H

T,

k.

= 1.




211

Figura 3- Vista geral da Estagdo de Tratamento de Efluentes do DTCS/PETROBRAS em Sdo
Sebastido, Sdo Paulo.

8-
0.

Tanque de polieletrélito
Bombas dosadoras

Tanque de oleo flotado
Flotador de ar induzido
Tangues de oxidagdo de sulfetos
Tanque de acidificagédo

Tangues de oxidaco de fendis

Tanque de neutralizagdo
Tanques de peroxido de hidrogénio

10- Tanques de acido sulfiirico

11-

Tanques de soda caustica

12- Prédio de controie da ETE
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Figura 4- Vista aérea do Terminal Petrolifero da PETROBRAS e do canal de So Sebastido, SP.
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Figura 5- Rede de coleta de misidaceos.
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Figura 6- Macho e fémea adultos de Mysidopsis juniae.
A- rostro, B- telson, C- gonada, D- pledpodos, E- marsipio com ovos, F- estatocisto
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Figura 7a- Individuos adultos de Lytechinus variegatus.

Figura 7b- Inje¢dio de KCl para liberagdo de gametas.
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Figura 9- Machos adultos de A. punctulata alimentando-se de alface.
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Figura 10b- Ovulo fecundado de L. variegatus com a presenga de membrana de fecundagio (3)
(fotos gentilmente cedidas por Ademilson Zamboni)
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Figura 11- Ovulo e ovo de Arbacia punctulata.
(foto gentilmente cedida pelo Dr. Robert Scott Carr)
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Figura 12a,b- Larva pluteus normal (1) e ndo desenvolvida (2) de L. variegatus.
(foto gentilmente cedida por Ademilson Zamboni).

Figura 13- Larva pluteus normal de 4. punctulata.
(foto gentilmente cedida pelo Prof. Robert Scott Carr)
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B n3o tratada (AP1) Doxidagdo quimica (AP2) Eflotago + oxid. quim. (AP3)

 da CE 50; 48h dos
nctulata apos exposicdo
ito e tratado
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Figura 25- Variacao da sensibilidade do teste de fecundagao
~com A.punctulata ao sulfato de zinco
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Figura 29- Ulva lactuca em Port Aransas, Texas.
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Figura 36- Porcentagem de fecundacéo de L.
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Figura 38- Macho e fémea adultos de Strongylocentrotus purpuratus ap6s liberagdo dos
gametas.
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CRITERIOS DE QUALIDADE DA AGUA PARA CLASSE 5 SEGUNDO

APENDICE I

RESOLUCAO CONAMA

PARAMETROS CRITERIO
Oleos e graxas Virtualmente ausentes
Subs. que formem depositos objetdveis Virtualmente ausentes
Subs. que produzam odor ¢ turbidez Virtualmente ausentes
DBO;s (20°C) Até Smg/L -
oD Néo inferior a 6mg/L
pH 6,5a8,)5
Amébnia nio ionizavel Até 0,4 mg/L .
Indice de fenéis Até 0,001 mg/L C¢HsOH
Sulfetos como H,S Até€ 0,002 mg/L S
Céadmio Até 0,005 mg/L Cd
Chumbo Até 0,01mg/L Pb
Cobre | At€ 0,05 mg/L. Cu
Cromo VI Até 0,05 mg/L Cr
Ferro Até 0,3 mg/L Fe
Niquel Até 0,1 mg/L Ni
Zinco Até 0,17 mg/L Zn
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