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Velho da Maia Soares por terem me recebido no Department of Biology and 
Centre for Environmental and Marine Studies (CESAM) durante meu estágio de 
pesquisa na Universidade de Aveiro (Portugal), muito obrigada por todo suporte 
que mederam durante esse período que foi muito importante para meu 
crescimento pessoal e profissional. Agradeço também imensamente a Dr. Diana 
Campos por toda paciencia e apoio durante o estágio, deixo aqui meus mais 
sinceros agradecimentos pela amizade, te levarei para sempre no meu coração.  

À todo Setor de Laboratórios de Ribeirão Preto da Companhia Ambiental 
do Estado de São Paulo (CETESB), pela parceria e suporte. 

À Dra. Maria Valnice Boldrin Zanoni do Instituto de Química (IQ) da 
Universidade Estadual Paulista (UNESP) campus Araraquara pela parceria que 
pudemos firmar durante todo esse tempo. Um agradecimento especial a Mariana 
e Juliana por todo apoio e suporte que me deram.  

Aos meus colegais de laboratório que tive a aportunidade de conhecer e 
trabalhar juntamente no laboratório EcoHumanTox. Um agradecimento especial 
aqueles que estão guardados no meu coração, obrigada Taísa, Tamires, Flávia, 
Gabriela, Renan e Carol.  

Aos meus amigos da casa 109, a todos que já passaram pela moradia da 
pós-graduação pela amizade e companheirismo durante todos esses anos que 
pudemos morar juntos. Um agradecimento especial aos meus amigos 
Guilherme, Alesson, Alan velho, Luiza, Nayara, Jéssica, Yasmin, Edison, Filipe 
e Vivi, vocês são muito especiais para mim, deixo aqui meu adeus (o resto vocês 
sabem) e obrigada por estarem comigo nessa jornada, vou levar cada um de 
vocês no meu coração e jamais esquecerei tudo o que fizeram por mim. 

À minha família por terem me opoiado e por me darem suporte para que 
eu possa estar aqui hoje, obridada Mãe e Bêbe, eu amo vocês. Sem o amor de 
vocês eu não teria conseguido. 

Aos meus amigos que estão distantes mas que sempre estiverem 
presentes na minha vida, vocês são a luz no meu caminho. Obrigada Taísa, 
Dulce, Fernanda, Marina, Jéssica, Everton, Paulo, Jéssica, Amanda, Rodolfo, 
Kelly e Luíz, eu sei que vocês sempre torceram por mim. 
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RESUMO 
 
VIANA, T. S. Avaliação da ecotoxicidade da água produzida de petróleo antes e 
após diferentes tratamentos em organismos aquáticos (Danio rerio, Vibrio 
fischeri, Daphnia similis, Daphnia magna, Chironomus riparius e Dugesia tigrina). 
2020. 165f. Dissertação (Mestrado). Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão 
Preto – Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2020. 
 
A água produzida (AP) por indústrias petrolíferas é um resíduo altamente impactante para os 
ecossistemas. Quando descartada em ambientes aquáticos, pode contaminar a biota ali 
presente, além de ocasionar danos muitas vezes irreversíveis aos ecossistemas afetados. Sua 
toxicidade é devido à variedade de compostos que a constitui, como metais e uma variedade de 
compostos orgânicos e inorgânicos. Considerando o potencial poluidor deste resíduo, a AP 
necessita tratamentos eficazes para seu posterior descarte no ambiente. Os tratamentos 
convencionais utilizados muitas vezes não são eficientes para remover a toxicidade deste tipo 
de resíduo, sendo necessário o desenvolvimento e padronização de tratamentos alternativos. 
Dentro deste contexto, destacam-se os processos oxidativos avançados (POAs), como 
fotocatálise, fotoeletrocatálise, ozonização e ozonização fotoeletrocatalítica, e tratamento com 
matérias adsorventes como a vermiculita magnetizada (VMT-mag), técnicas utilizadas neste 
trabalho para tratamento da AP. Desta forma, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a 
eficiência destes tratamentos na redução da toxicidade induzida por duas amostras de AP, 
identificadas como água de petróleo 1 (AP1) e água de petróleo 2 (AP2), em organismos 
aquáticos. A amostra AP1 foi tratada por meio de POAs (fotocatálise, fotoeletrocatálise, 
ozonização e ozonização fotoeletrocatalítica) e avaliada a toxicidade antes e após os tratamentos 
através dos organismos Danio rerio (zebrafish), Daphnia similis e Vibrio fischeri. A amostra AP2 
foi tratada com VMT-mag e avaliada a toxicidade antes e após o tratamento com os organismos 
Vibrio fischeri, Daphnia similis, Daphnia magna, Chironomus riparius e Dugesia tigrina. As 
seguintes técnicas foram empregadas aos organismos: com o Danio rerio foi aplicado a técnica 
Embryo Acute Toxicity (FET) e avaliada a letalidade e subletalidade em estágios embrio-larvais; 
com a Daphnia similis e Vibrio fischeri teste de toxicidade aguda; com a Daphnia magna efeitos 
sobre reprodução e taxa intrínseca de crescimento populacional (r); com o Chironomus riparius 
avaliação da mortalidade, crescimento e emergência; com a Dugesia tigrina a avaliação da 
mortalidade, locomoção, alimentação e regeneração após decapitação. Nossos testes indicam 
toxicidade para todos os organismos avaliados: efeitos (mortalidade, escoliose, falha na inflação 
da bexiga natatória) no estágio embio-larval de Danio rerio; toxicidade aguda aos organismos 
Daphnia similis e Vibrio fischeri; efeitos sobre a emergência dos organismos machos e fêmeas 
de Chironomus riparius, redução no tamanho das cabeças e corpo das larvas na amostra sem 
tratamento; além de efeitos comportamentais sobre a atividade locomotora e regeneração da 
cabeça das planárias Dugesia tigrina expostas à AP sem tratamento; efeitos sobre a reprodução 
e taxa intrínseca de crescimento populacional (r) dos microcrustáceos Daphnia magna com maior 
intensidade à amostra não tratada. Este estudo revela uma redução da toxicidade da AP tratada, 
demonstrando a importância de seu tratamento para o descarte em ambientes aquáticos. Nossos 
dados mostram que a exposição de diferentes organismos à AP afeta parâmetros letais e 
subletais e, por isso, devem ser tratadas antes do lançamento em corpos d’água. Adicionalmente, 
nossos dados mostram que so tratamentos propostos devem ser aprimorados, a fim de atingir a 
eficiência na remoção de todos os efeitos testados.  

 

Palavras-chave: Água produzida, petróleo, ecotoxicologia, Danio rerio (zebrafish), 
Daphnia similis, Vibrio fischeri, Daphnia magna, Chironomus riparius, Dugesia tigrina, 
vermiculita, fotocatálise, fotoeletrocatálise, ozonização, ozonização fotoeletrocatalítica. 
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ABSTRACT 
 

 
VIANA, T. S. Evaluation of ecotoxicity of water produced from oil before and after 
different treatments in aquatic organisms (Danio rerio, Vibrio fischeri, Daphnia 
similis, Daphnia magna, Chironomus riparius and Dugesia tigrina). 2020. 165f. 
Dissertation (Master). School of Pharmaceutical Sciences of Ribeirão Preto – University 
of São Paulo, Ribeirão Preto, 2020. 

 
Produced water (PW) by oil companies is a highly impacting waste for ecosystems. When 
discarded in aquatic environments, it can contaminate the biota present there, in addition to 
causing often irreversible damage to the affected ecosystems. Its toxicity is due to the variety of 
compounds that constitute it, such as metals and a variety of organic and inorganic compounds. 
Considering the polluting potential of this waste, PW needs effective treatments for its subsequent 
disposal in the environment. The conventional treatments used are often not efficient to remove 
the toxicity of this type of waste, requiring the development and standardization of alternative 
treatments. Within this context, the advanced oxidative processes (POAs) stand out, such as 
photocatalysis, photoelectrocatalysis, ozonization and photoelectrocatalytic ozonation, and 
treatment with adsorbent materials such as magnetized vermiculite (VMT-mag), techniques used 
in this work for the treatment of PW. Thus, the objective of the present work was to evaluate the 
efficiency of these treatments in reducing the toxicity induced by two samples of PW, identified 
as petroleum water 1 (AP1) and petroleum water 2 (AP2), in aquatic organisms. The AP1 sample 
was treated by means of POAs (photocatalysis, photoelectrocatalysis, ozonation and 
photoelectrocatalytic ozonation) and toxicity was evaluated before and after treatments using the 
organisms Danio rerio (zebrafish), Daphnia similis and Vibrio fischeri. The AP2 sample was 
treated with VMT-mag and toxicity was evaluated before and after treatment with Vibrio fischeri, 
Daphnia similis, Daphnia magna, Chironomus riparius and Dugesia tigrina. The following 
techniques were used for the organisms: with Danio rerio, the Embryo Acute Toxicity (FET) 
technique was applied and lethality and subletality were evaluated in embryo-larval stages; with 
Daphnia similis and Vibrio fischeri acute toxicity test; with Daphnia magna effects on reproduction 
and intrinsic population growth rate (r); with Chironomus riparius assessment of mortality, growth 
and emergence; with Dugesia tigrina the evaluation of mortality, locomotion, food and 
regeneration after beheading. Our tests indicate toxicity for all evaluated organisms: effects 
(mortality, scoliosis, failure of inflation of the swimming bladder) in the embio-larval stage of Danio 
rerio; acute toxicity to Daphnia similis and Vibrio fischeri; effects on the emergence of male and 
female Chironomus riparius organisms, reduction in head and body size of larvae in the untreated 
sample; in addition to behavioral effects on locomotor activity and head regeneration of planar 
Dugesia tigrina exposed to AP without treatment; effects on reproduction and intrinsic population 
growth rate (r) of Daphnia magna microcrustaceans with greater intensity to the untreated sample. 
This study reveals a reduction in the toxicity of the treated PW, demonstrating the importance of 
its treatment for disposal in aquatic environments. Our data show that the exposure of different 
organisms to PW affects lethal and sublethal parameters and, therefore, must be treated before 
being released into bodies of water. In addition, our data shows that the proposed treatments 
must be improved in order to achieve efficiency in removing all tested effects. 
 

Keywords: Produced water, oil, ecotoxicology, Danio rerio (zebrafish), Daphnia similis, 
Vibrio fischeri, Daphnia magna, Chironomus riparius, Digresia tigrina, vermiculite, 
photocatalysis, photoelectrocatalysis, ozonization, photoelectrocatalytic ozonation 
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1. INTRODUÇÃO 

Água produzida (AP) é um resíduo gerado pelo segmento petrolifero, que 

pode conter diferentes substâncias, tais como metais e compostos orgânicos e 

inorgânicos. Estes compostos podem ser nocivos ao ambiente, principalmente 

para ecossistemas aquáticos. Devido ao potencial poluidor desta amostra, a 

comunidade científica vem se mobilizando para tentar reduzir os impactos 

relacionados ao setor petroleiro, propondo tratamentos eficazes na redução e/ou 

remoção da toxicidade das águas produzidas (APs). Dentro deste contexto, este 

trabalho foi desenvolvido para responder a seguinte pergunta: 

 

 “A água produzida por empresas petrolíferas antes e após 

tratamentos pode ocasionar efeitos tóxicos à organismos aquáticos?” 

  

Assim, nossa hipótese é que a AP seja um contaminante em potencial à 

biota aquática e necessita de tratamentos eficazes para a redução do impacto 

ambiental durante o processo produtivo do petróleo.  

Desta maneira, foi realizado um trabalho multidisciplinar, em parceria com 

o grupo de pesquisa da Profa. Dra. Maria Valnice Boldrin Zanoni do Instituto de 

Química (IQ) da Universidade Estadual Paulista (UNESP) campus Araraquara, 

que juntamente com o nosso laboratório, participa do Instituto Nacional de 

Tecnologias Alternativas para Detecção, Avaliação Toxicológica e Remoção de 

Micropoluentes e Radioativos (INCT-DATREM). O grupo do IQ desenvolveu e 

padronizou diferentes tipos de tratamentos que foram aplicados a duas amostras 

distintas de AP.  

Colaborando com esta rede multidisciplinar, nosso grupo, em parceria 

com o Setor de Laboratórios de Ribeirão Preto da Companhia Ambiental do 

Estado de São Paulo (CETESB) sob supervisão do Gerente Dr. Eduardo 

Angelino Savazzi avaliou a eficiência dos tratamentos utilizando ensaios 

ecotoxicológicos, visando demonstrar a eficácia dos tratamentos das AP, na 

remoçaõ e/ou redução da toxicidade em organismos aquáticos. Adicionalmente, 

parte da avaliação ecotoxicológica das amostras foi realizada em colaboração 

com o Prof. Dr. João L. T. Pestana, professor do Department of Biology and 
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Centre for Environmental and Marine Studies (CESAM), da Universidade de 

Aveiro, Portugal, durante a realização do estágio de pesquisa no exterior (BEPE 

2019/03940-0), financiado pela Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado de 

São Paulo (FAPESP) no período de 01/04/2019 a 28/09/2019. 

 

1.1 Água produzida (AP) 

As exigências do mercado consumidor na sociedade moderna, tanto 

relacionadas com a intensidade de consumo, quanto com a diversidade de 

produtos comercialmente disponíveis levou ao amplo desenvolvimento industrial. 

Mas trouxe como consequência a maior utilização de recursos naturais, 

especialmente combustíveis fósseis, como o petróleo e seus derivados, como 

gás liquefeito, gasolina, óleo diesel, querosene, asfalto, entre outros (ALMEIDA, 

2006).  

Além do uso intenso como combustível para variadas aplicações, os 

derivados de petróleo também constituem a matéria prima de diversos produtos 

industrializados, como tecidos sintéticos, colas, solventes, fitas adesivas, 

materiais plásticos, produtos de vitrificação, tintas, inseticidas, entre outros 

(ALMEIDA, 2006), que são produtos essenciais e de difícil substituição. Desta 

forma, o petróleo tornou-se um composto praticamente indispensável nos dias 

atuais. Porém, infelizmente, a indústria petrolífera, seja na extração do petróleo 

ou na produção de óleo e gás, é uma das atividades que acarretam grande 

impacto para o meio ambiente, independente do aspecto observado. Durante 

todas as etapas produtivas deste setor existem processos potencialmente 

poluidores (FRASER; ELLIS, 2009). 

Petróleo, palavra derivada do latim petra (pedra) e oleum (óleo), no estado 

líquido é uma mistura complexa oleosa, inflamável, menos densa que a água, 

com cheiro característico e cor variando entre negro e castanho-claro. Os óleos 

obtidos de diferentes reservatórios de petróleo possuem características 

diferentes, entretanto, todos possuem composição elementar semelhante, com 

cerca de 14% de hidrogênio e 87% de carbono, mostrando que seus principais 

constituintes são hidrocarbonetos. Outros constituintes aparecem sob a forma 

de compostos orgânicos, sendo os mais comuns o enxofre (0,06 a 8%), 

nitrogênio (0,11 a 1,7%) e oxigênio (0,1 a 2%). Além disso, metais também 
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podem ocorrer como sais de ácidos orgânicos, perfazendo cerca de 0,3% da 

composição do petróleo (THOMAS et al., 2001). 

O estado físico do petróleo pode ser definido de acordo com o tamanho 

de suas moléculas. Quando a maioria é pequena, o seu estado físico é gasoso, 

por outro lado, quando são grandes, seu estado físico é liquido, nas condições 

normais de temperatura e pressão. Devido à complexidade da mistura de 

constituintes presentes no petróleo, normalmente a separação é feita de acordo 

com a faixa de ebulição dos compostos, obtendo frações típicas com 

características diferentes, como mostrado na Tabela 1 (THOMAS et al., 2001).  

  

Tabela 1 – Frações típicas do petróleo  

Fração 
Temperatura 
de ebulição 

(°C) 

Composição 
aproximada 

Usos 

Gás residual 
Gás liquefeito de 
petróleo (GLP) 

– 
Até 40 

C1 – C2 
C3 – C4 

Gás combustível. 
Gás combustível engarrafado, 
uso doméstico e industrial.  

Gasolina 40 – 175 C5 – C10 
Combustível de automóveis, 
solvente. 

Querosene 175 – 235 C11 – C12 
Iluminação, combustível de 
aviões e jato. 

Gasóleo leve 235 – 305 C13 – C17 Diesel, fornos.  

Gasóleo pesado 305 – 400 C18 – C25 
combustível, matéria-prima 
para lubrificantes. 

Lubrificantes 400 – 510 C26 – C38 Óleos lubrificantes  

Resíduo Acima de 510 C38+ 
asfalto, piche, 
impermeabilizantes. 

Fonte: Adaptado de Thomas et al. (2001).  

 

Como já citado, o petróleo é um combustível fóssil utilizado em vários 

seguimentos industriais, sendo considerado a maior riqueza de diversos países. 

Sua origem é decorrente da decomposição de matéria orgânica junto aos 

sedimentos, sob condições termoquímicas favoráveis para sua formação 

(SOUZA, 2010). A matéria orgânica é originada, fundamentalmente, de 

microrganismos e algas (que formam o fitoplâncton) ou por vegetais superiores, 

sob condições não-oxidantes em um ambiente de decomposição composto de 

sedimentos de baixa permeabilidade (ex. argila), de forma a inibir a ação da água 

circulante em seu interior (THOMAS et al., 2001).  

Após a incorporação de matéria orgânica ao sedimento, ocorre o aumento 

da carga sedimentar e da temperatura, iniciando, então, o processo de formação 

(Figura 1) que passa pelos seguintes estágios evolutivos: diagênese, 
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catagênese, metagênese e metamorfismo. No estágio de diagênese, em 

temperaturas consideradas baixas (cerca de 65°C), ocorre atividade microbiana 

que transforma a matéria orgânica em querogênio, gerando metano bioquímico 

ou biogênico. Dando continuidade ao processo, na catagênse, ocorre aumento 

da temperatura para até 165°C, levando a quebra das moléculas de querogênio 

resultando na geração de hidrocarbonetos líquidos e gás. Na metagênese, a 

temperatura sobe para 210°C, ocorrendo quebra das moléculas dos 

hidrocarbonetos líquidos transformando-os em gás leve. Por fim, ocorre o 

metamorfismo, que através da elevação da temperatura o hidrocarboneto gerado 

é degradado, dando origem ao grafite, gás carbônico e alguns resíduos de 

metano (THOMAS et al., 2001).  

O processo que leva à formação do petróleo é desencadeado pela 

interação desses fatores – matéria orgânica, sedimento e condições 

termoquímicas apropriadas (THOMAS et al., 2001). 

 

Figura 1 – Transformação termoquímica da matéria orgânica e a geração do petróleo  

 
Fonte: Adaptado de Thomas et al. (2001). 

 

As jazidas de petróleo e gás natural são formadas quando a geologia do 

terreno é favorável, ou seja, quando o óleo fica preso entre as camadas de 

rochas impermeáveis. Nas jazidas, a camada de petróleo é recoberta por uma 

camada de gás natural que flutua sobre uma de água salgada (água de 

formação), como ilustra a Figura 2. A extração é realizada por meio da 

perfuração de poços, por onde o petróleo jorra devido à pressão dos gases. 
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Contudo, quando a pressão é insuficiente, é necessário fazer o bombeamento 

do óleo (ALMEIDA, 2006). 

 

Figura 2 – Ilustração da configuração típica de uma jazida de petróleo. 

 
Fonte: Autora. 
 

Independente da formação original, a extração de petróleo é uma 

atividade potencialmente poluidora. Dentre os processos poluidores, podemos 

destacar a extração do petróleo tanto em zonas de produção em terra (onshore) 

quanto no mar (offshore) (MONDAL; WICKRAMASINGHE, 2008). No decorrer 

das atividades offshore (Figura 3A), as principais interações entre o meio 

ambiente e a operação da indústria de petróleo e gás, ocorrem basicamente na 

coluna d’água e no sedimento. Os impactos na coluna d’água se devem a fase 

de perfuração, decorrentes dos descartes operacionais. Já o sedimento marinho 

é suscetível a qualquer contaminante que precipite, após o contato com o 

ambiente aquático. Ainda que os oceanos tenham alta capacidade de 

redistribuição e diluição de contaminantes, esse compartimento, especialmente 

o sedimento possui grande tendência de acumular partículas ao longo do tempo 

(OGP, 2012 apud GOMES, 2014). Em atividades onshore (Figura 3B), as 

principais alterações observadas no ambiente onde ocorrem as atividades de 

exploração e produção de petróleo, são o desmatamento, destruição de 

ecossistemas, contaminação química do solo e de corpos hídricos (como 

contaminação de aquíferos), restrições a movimentação de fauna silvestre, além 

de riscos à saúde e segurança das populações do entorno, como o 

deslocamento de comunidades (MONTEIRO; JERÔNIMO, 2012). 
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Figura 3 – Tipos de extração de petróleo. (A) produção em terra (onshore). (B) produção 
no mar (offshore). 

 
             A     B 
Fonte: Adaptado de Xylem (2015). 

 

 Além disso, estas atividades produzem resíduos aquosos chamados 

águas produzidas (AP) também conhecidas como água de petróleo, sendo 

responsável pela maior parcela de resíduos provenientes dos processos 

produtivos de empresas petrolíferas (FAKHRU’L-RAZI et al., 2009; GABARDO, 

2007; MONDAL; WICKRAMASINGHE, 2008, VEIL et al., 2004). 

Toda água em contato com o recurso de hidrocarboneto presente em um 

reservatório que é processada na superfície com o petróleo bruto ou gás natural 

é considerada como AP (VEIL et al., 2004). Rochas naturais em formações 

subsuperficiais são normalmente permeadas com fluidos como água, óleo ou 

gás, ou alguma combinação desses fluidos e, provavelmente as rochas das 

formações de petróleo estavam completamente saturadas com água antes da 

invasão e captura de petróleo (AMYX et al., 1960 apud VEIL et al., 2004).  Como 

mostrado na Figura 2, as rochas que constituem os reservatórios normalmente 

contêm hidrocarbonetos de petróleo (líquido e gás) e água, pois os 

hidrocarbonetos menos densos migram para locais de captura, deslocando parte 

da água da formação para se tornarem reservatórios de hidrocarbonetos. Esta 

água aprisionada de forma natural é denominada como “água conata” ou “água 

de formação” e se torna água produzida (AP) apenas quando o reservatório é 

perfurado e seus fluidos são trazidos a superfície para produção de petróleo. As 

fontes dessa água incluem o fluxo acima ou abaixo da zona de hidrocarbonetos, 
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o fluxo de dentro da zona de hidrocarbonetos ou o fluxo de fluidos injetados e 

aditivos resultantes das atividades de produção (VEIL et al., 2004). 

A água desempenha um papel extremamente importante durante a 

produção de petróleo e gás, sendo ela um elemento necessário para apoior a 

perfuração e fraturamento e, consequentemente, promover a produção adicional 

em muitas formações. A AP é gerada a partir de todos os tipos de poços de 

petróleo e gás, onde o volume e as características e perfil da taxa de fluxo variam 

bastante na forma com que o petróleo e gás são produzidos. A Tabela 2 mostra 

exemplos da necessidade de água e a consequente geração de AP para cada 

tipo de produção de empresas petrolíferas (VEIL, 2015). 

 

Tabela 2 - Comparação das necessidades de água e geração de Água Produzida 

Tipo de 
produção de 

petróleo e gás 

Necessidades de água para 
produção 

Água Produzida Gerada 

Óleo e Gás 
Convencionais 

- Necessidades modestas de 
perfuração e necessidade 
adicional de alguns poços que 
usam fraturamento hidráulico; 
- Normalmente, é necessária 
muita água para melhorar a 
recuperação à medida que o 
campo amadurece. 

- Baixo volume inicialmente; 
- Aumento do volume ao longo do 
tempo; 
- Produção de água produzida ao 
longo da vida. 

Cama metano de 
carvão 

- Necessidades modestas de 
fraturamento hidráulico. 

- Alto volume de água produzida 
inicialmente; 
- Diminui com o tempo. 

Óleo e Gás de 
Xisto 

- Grandes necessidades de 
fraturamento hidráulico. 

- A taxa de retorno inicial é alta, 
mas cai rapidamente para muito 
baixa; 
- Baixo retorno da vida útil e 
produção de água produzida. 

Petróleo Pesado 
 

- Inundação de vapor para ajudar 
a transferir óleo pesado para os 
poços de produção - A produção 
de vapor requer água muito limpa 
para a alimentação da caldeira. 

- Grande parte das águas 
residuais resulta do vapor 
injetado usado nas inundações 
de vapor. 

Areias de óleo 
 

- Injeção de vapor (ou água) 
usada em grandes volumes. 
 

- Para métodos de produção in 
situ, um pouco de água é água de 
formação, mas grande parte é do 
vapor injetado; 
- Os métodos de produção de 
mineração de areia de petróleo e 
as etapas de processamento 
subsequentes também geram 
águas residuais. 

Fonte: Adaptado de Veil (2015). 

 

Tendo em vista que grande parte da AP é formada por água confinada 

(água de formação), a composição e características das substâncias químicas 
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que ocorrem de forma natural na AP estão relacionadas às particularidades de 

cada reservatório no que diz respeito à formação geológica, podend;;o conter 

compostos complexos que variam de concentração entre poços e ao longo da 

vida de um poço (NEFF; LEE; DEBLOIS, 2011). Dependendo da formação 

geológica que a AP é retirada, essa pode ser pelo menos quatro vezes mais 

salgada que água do mar, podendo conter metais, compostos radioativos entre 

outros compostos (FARAG; HARPER, 2014). Assim, a AP é uma moistura 

complexa composta por componentes de óleo dissolvidos e dispersos, minerais 

de formação, gases dissolvidos (como CO2 e H2S) e produtos sólidos, sendo que 

a composição orgânica e inorgânica varia de acordo com a formação geológica 

do poço e a vida útil do reservatório, assim como do tipo de hidrocarboneto 

produzido (IGUNNU, CHEN, 2014; MURRAY-GULDE et al., 2003). Os principais 

compostos encontrados na AP e suas concentrações são apresentados na  

Tabela 3. 

 

Tabela 3 - Principais componentes e sua concentração encontrada em amostras de 
água produzida de petróleo. 

Parâmetro 
Concentração 

(mg/l) 
Referências 

Parâmetros 
mais 

importantes 
  

COD 1220 – 2600 
(NASIRI; JAFARI, 2017; TIBBETTS et al., 1992; 
FAKHRU’L-RAZI et al, 2009; EKINS; VANNER; 
FIREBRACE, 2007.) 

TSS 1,2 – 1000 
(IGUNNU; CHEN; 2014; NASIRI; JAFARI, 2017, 
TIBBETTS et al., 1992; FAKHRU’L-RAZI et al, 2009; 
OZGUN et al., 2013.) 

TOC 0 – 1500 
(IGUNNU; CHEN; 2014; FAKHRU’L-RAZI et al, 2009; 
NEFF; SAUER; HART, 2011.) 

TDS 100 – 400.000 
(DOLAN; CATH; HOGUE, 2018; FAKHRU’L-RAZI et al, 
2009; OZGUN et al., 2013; BREIT; OTTON, 2002; 
GUERRA; DAHM; DUNDORF, 2011; MANTELL, 2011.) 

Ácidos 
orgânicos totais 

0,001 – 10000 
(IGUNNU; CHEN; 2014; NEFF; SAUER; HART, 2011; 
NEFF; LEE; DEBLOIS, 2011.) 

Produtos 
químicos para 
tratamento de 

produção 

  

Glicol 7,7 – 2000 (IGUNNU; CHEN, 2014; JOHNSEN et al., 2004.) 

Inibidor de 
corrosão 

0,3 – 10 (IGUNNU; CHEN, 2014; JOHNSEN et al., 2004.) 
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Inibidor de 
escala 

0,2 – 30 (IGUNNU; CHEN, 2014; JOHNSEN et al., 2004.) 

BTEX   

Benzeno 0,032 – 778,51 
(OGP, 2002; NEFF; SAUER; HART, 2011; DÓREA, et al. 
2007; KHAN, et al. 2016.) 

Etilbenzeno 0,026 – 399,84 
(OGP, 2002; NEFF; SAUER; HART, 2011; DÓREA, et al. 
2007; KHAN, et al. 2016.) 

Tolueno 0,058 – 5,86 
(OGP, 2002; NEFF; SAUER; HART, 2011; DÓREA, et al. 
2007; KHAN, et al. 2016.) 

Xileno 0,01 – 1,29 
(OGP, 2002; NEFF; SAUER; HART, 2011; DÓREA, et al. 
2007; KHAN, et al. 2016.) 

BTEX total 0,73 – 24,1 
(OGP, 2002; TIBBETTS et al., 1992; OZGUN et al., 2013; 
OREM et al, 2014.) 

Outros 
poluentes 

  

Hidrocarbonetos 
saturados 

17 – 30 
(NEFF; SAUER; HART, 2011; NEFF; LEE; DEBLOIS, 
2011.) 

Óleo e graxas 
totais 

2 – 560 
(NASIRI; JAFARI, 2017; FAKHRU’L-RAZI et al, 2009; 
OZGUN et al., 2013; CLUFF et al., 2014; WARNER et al., 
2014; GREGORY; VIDIC; DZOMBAK, 2011.) 

Fenol 0,001 – 10.000 
(IGUNNU; CHEN; 2014; NASIRI; JAFARI, 2017, 
TIBBETTS et al., 1992; OZGUN et al., 2013.) 

Metais   

Na 0 – 150.000 

(TIBBETTS et al., 1992; BREIT; OTTON, 2002; KHAN, et 
al. 2016; CLUFF et al., 2014; WARNER et al., 2014; 
GREGORY; VIDIC; DZOMBAK, 2011; YEUNG, ET AL, 
2011; UTVIK, 1999; ALLEY et al; 2011.) 

Sr 0 – 6.250 

(TIBBETTS et al., 1992; KHAN, et al. 2016; CLUFF et al., 
2014; WARNER et al., 2014; GREGORY; VIDIC; 
DZOMBAK, 2011; YEUNG, ET AL, 2011; UTVIK, 1999; 
ALLEY et al; 2011; FILLO; KORAIDO; EVANS, 1992.) 

Zn 0,01 – 35 
(TIBBETTS et al., 1992; CLUFF et al., 2014; WARNER et 
al., 2014; GREGORY; VIDIC; DZOMBAK, 2011; YEUNG, 
ET AL, 2011; UTVIK, 1999; ALLEY et al; 2011.) 

Li 0,038 – 64 

(TIBBETTS et al., 1992; KHAN, et al. 2016; CLUFF et al., 
2014; WARNER et al., 2014; GREGORY; VIDIC; 
DZOMBAK, 2011; YEUNG, ET AL, 2011; UTVIK, 1999; 
ALLEY et al; 2011.) 

Al 0,4 – 410 

(TIBBETTS et al., 1992; KHAN, et al. 2016; CLUFF et al., 
2014; WARNER et al., 2014; GREGORY; VIDIC; 
DZOMBAK, 2011; YEUNG, ET AL, 2011; UTVIK, 1999; 
ALLEY et al; 2011.) 

As 0,002 – 11 
(FAKHRU’L-RAZI et al, 2009; EKINS; VANNER; 
FIREBRACE, 2007; CLUFF et al., 2014; WARNER et al., 
2014; GREGORY; VIDIC; DZOMBAK, 2011.) 

Ba 0 – 850 

(TIBBETTS et al., 1992; KHAN, et al. 2016; CLUFF et al., 
2014; WARNER et al., 2014; GREGORY; VIDIC; 
DZOMBAK, 2011; YEUNG, ET AL, 2011; UTVIK, 1999; 
ALLEY et al; 2011; FILLO; KORAIDO; EVANS, 1992.) 

Cr 0,002 – 1,1 
(TIBBETTS et al., 1992; CLUFF et al., 2014; WARNER et 
al., 2014; GREGORY; VIDIC; DZOMBAK, 2011.) 

Fe 0,1 – 1.100 
(TIBBETTS et al., 1992; CLUFF et al., 2014; WARNER et 
al., 2014; GREGORY; VIDIC; DZOMBAK, 2011; YEUNG, 
ET AL, 2011; UTVIK, 1999; ALLEY et al; 2011.) 
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Mn 0,004 – 175 
(TIBBETTS et al., 1992; CLUFF et al., 2014; WARNER et 
al., 2014; GREGORY; VIDIC; DZOMBAK, 2011; YEUNG, 
ET AL, 2011; UTVIK, 1999; ALLEY et al; 2011.) 

K 24 – 4.300 
(TIBBETTS et al., 1992; CLUFF et al., 2014; WARNER et 
al., 2014; GREGORY; VIDIC; DZOMBAK, 2011; YEUNG, 
ET AL, 2011; UTVIK, 1999; ALLEY et al; 2011.) 

Pd 0,008 – 0,88 
(TIBBETTS et al., 1992; FAKHRU’L-RAZI et al, 2009; 
EKINS; VANNER; FIREBRACE, 2007; BHADJA; KUNDU, 
2012.) 

Ti 0,01 – 0,7 
(TIBBETTS et al., 1992; CLUFF et al., 2014; WARNER et 
al., 2014; GREGORY; VIDIC; DZOMBAK, 2011.) 

Outros íons   

Ba 5 – 95 

(TIBBETTS et al., 1992; KHAN, et al. 2016; CLUFF et al., 
2014; WARNER et al., 2014; GREGORY; VIDIC; 
DZOMBAK, 2011; YEUNG, ET AL, 2011; UTVIK, 1999; 
ALLEY et al; 2011; FILLO; KORAIDO; EVANS, 1992.) 

Ca2+ 0 – 74.000 

(TIBBETTS et al., 1992; BREIT; OTTON, 2002; CLUFF et 
al., 2014; WARNER et al., 2014; GREGORY; VIDIC; 
DZOMBAK, 2011; YEUNG, ET AL, 2011; UTVIK, 1999; 
ALLEY et al; 2011.) 

SO4
2- 0 – 15.000 

(TIBBETTS et al., 1992; BREIT; OTTON, 2002; CLUFF et 
al., 2014; WARNER et al., 2014; GREGORY; VIDIC; 
DZOMBAK, 2011; YEUNG, ET AL, 2011; UTVIK, 1999; 
ALLEY et al; 2011; FILLO; KORAIDO; EVANS, 1992; 
JOHNSON et al., 2008; SHEPHERD  et al, 1992; AYERS; 
PARKER, 2001; MCINTOSH; WALTER; MARTINI, 2002; 
MCINTOSH; WALTER, 2005.) 

Mg2+ 0,9 – 6.000 
(TIBBETTS et al., 1992; CLUFF et al., 2014; WARNER et 
al., 2014; GREGORY; VIDIC; DZOMBAK, 2011; YEUNG, 
ET AL, 2011; UTVIK, 1999; ALLEY et al; 2011.) 

HCO3
- 0,15.000 

(NASIRI; JAFARI, 2017; TIBBETTS et al., 1992; BREIT; 
OTTON, 2002; CLUFF et al., 2014; WARNER et al., 2014; 
GREGORY; VIDIC; DZOMBAK, 2011.) 

Cl- 0 – 270.000 

(TIBBETTS et al., 1992; BREIT; OTTON, 2002; CLUFF et 
al., 2014; WARNER et al., 2014; GREGORY; VIDIC; 
DZOMBAK, 2011; YEUNG, ET AL, 2011; UTVIK, 1999; 
ALLEY et al; 2011; FILLO; KORAIDO; EVANS, 1992; 
USEPA, 2000.) 

COD = Demanda de oxigênio químico; TSS = Sólidos suspensos totais; TOC = carbono 
orgânico total; TDS = sólidos dissolvidos totais; BTEX = benzeno, tolueno, etilbenzeno e 
xileno.  

Fonte: Adaptado de AL-GHOUTI et al. 2019. 

 

Nas operações de perfuração e extração, a AP é reutilizada visando 

maximizar a produção de óleo e gás, assim, grandes quantidades destes 

resíduos contaminados são produzidas contendo metais (Cd, Cr, Cu, Pb, Hg, Ag, 

Ni, Zn); compostos orgânicos como benzeno, tolueno, xileno, fenol; compostos 

aromáticos halogenados, como clorofórmio e tricloroetileno, além de sólidos 

dissolvidos/suspensos (FAKHRU’L-RAZI et al., 2009). Outro processo bastante 

comum na extração de petróleo é a reinjeção de AP, visando a manutenção da 

pressão ou com a finalidade da maximização da produção (NEFF; LEE; 

DEBLOIS, 2011; VEIL, 2004). Para tanto, as indústrias adicionam altas 
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quantidades de outros produtos químicos tóxicos, para recuperação do óleo 

presente na água, tais como inibidores de corrosão e incrustação, metanol, glicol, 

polieletrólitos, além de uma mistura complexa de compostos orgânicos e 

inorgânicos, que variam ao longo da vida útil do poço (ROCHA et al., 2012).  

Adicionalmente, no processo de separação de óleo/água são inseridos 

aditivos químicos, que são misturas complexas de vários compostos 

moleculares. Essas misturas podem incluir inibidores de corrosão e 

absorvedores de oxigênio para reduzir a corrosão do equipamento; inibidores de 

escala para limitar os depósitos de incrustações minerais; biocidas para mitigar 

as incrustações bacterianas; disjuntores de emulsão e clarificadores para 

quebrar a emulsão de água em óleo; coagulantes, floculantes e clarificadores 

para remoção de sólidos; e solventes para reduzir os depósitos de parafina 

(CLINE, 1998, apud VEIL et al., 2004).  

Frente ao exposto, esta água residuária é uma mistura extremamente 

complexa de diversas classes químicas, sendo considerada como um 

subproduto produzido por indústrias de produção de petróleo e gás (FAKHRU’L-

RAZI et al., 2009), sendo, geralmente, tratada pela indústria como um resíduo 

de descarte. Dentre as práticas mais comuns do gerenciamento da AP, destaca-

se a aplicação ou descarga em solo, injeção na subsuperfície e o transporte 

externo. A aplicação ou descarga em terra é um método de descarte considerado 

barato, entretanto, só pode ocorrer caso esse resíduo possua uma qualidade 

relativamente boa, visando reduzir a contaminação do solo, água e vegetação 

do entorno. A injeção subsuperficial é a alternativa preferencial da indústria para 

o descarte da AP, porém, em alguns casos a reinjeção não é viável e/ou não 

pode ser realizada porque a formação subsuperficial não tem capacidade para 

receber a água. Nesse caso, o transporte para instalações externas e reinjeção 

em outros poços podem ser alternativas, pois, essas instalações normalmente 

localizam-se próximas a uma formação geológica passível de ser aceptora e 

viável para a injeção, porém, seu transporte é de custo relativamente alto para a 

indústria (GUERRA; DAHM; DUNDORF, 2011). 

O volume de AP gerado nos processos petrolíferos é dependente da 

quantidade de água de formação presente no interior de um reservatório, assim 

como do adicional de água que é injetado no reservatório para forçar o óleo à 

superfície. Esse volume, porém, não permanece constante ao longo da extração, 
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à medida que o poço sofre maturação (envelhece), a quantidade de AP aumenta, 

podendo ser estimada numa relação água/óleo de cerca de 3:1, ou seja, quase 

70% em AP, tornando a produção de água residuária várias vezes maior que o 

de óleo e/ou gás (Figura 4) (CODAY et al., 2014; FAKHRU’L-RAZI et al., 2009; 

WANDERA; WICKRAMASINGHE; HUSSON, 2011).  

 

Figura 4 – Volume diário de Água Produzida de Petróleo em terra e no mar em 
comparação a produção toatal de óleo de 1992 a 2014. 

 
Fonte: Adaptado de ZHENG et al. (2016) 

 

Dentro deste contexto, o grande volume de AP gerado considerando a 

intensa extração de petróleo, somados à diversidade de estruturas químicas e 

toxicidade presentes em sua constituição, além da falta de conhecimento a longo 

prazo quanto os possíveis impactos ecológicos que possam ser produzidos, 

tornaram o descarte de águas produzidas de petróleo um problema ambiental 

que tem despertado a preocupação da comunidade científica nos últimos anos 

(BAKKE; KLUNGSØYR; SANNI, 2013).  

 

1.1.1 Impacto ambiental gerado pelo descarte de AP 
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O ambiente aquático é extremamente complexo e diverso, pois 

compreende vários tipos de ecossistemas, tais como rios, lagos, estuários e 

oceanos. Todos esses ecossistemas são considerados como produtos 

dinâmicos de interações entre seus componentes bióticos e abióticos presentes 

em cada um deles. Caso ocorra uma contaminação desses ecossistemas, 

muitas vezes seus danos podem ser imensuráveis ou até mesmo irreparáveis, 

devido a vulnerabilidade dos organismos ali presentes, sua representatividade 

biológica, além da interação entre seus componentes (COSTA et al., 2008).   

Os problemas ambientais induzidos pelo descarte da AP são relatados 

desde quando os primeiros poços de petróleo e gás foram perfurados, em 

meados do século XIX (GUERRA; DAHM; DUNDORF, 2011). Em todas as 

regiões onde o petróleo e o gás são produzidos, ocorrem efeitos ambientais em 

decorrência do descarte da água produzida e, dentre os efeitos mais 

significativos podemos destacar: (i) a degradação da qualidade da água do solo 

e da superfície; (ii) morte de plantas e alteração da textura do solo; (iii) erosão 

resultante dos solos e assoreamento de cursos d'água próximos; (iv) 

contaminação de equipamentos de produção e solos por águas produzidas por 

rádio e iodo; e (v) efeitos adversos nos ecossistemas (OTTON, 2006).  

O impacto ambiental decorrente do descarte da água produzida é 

determinado pela toxicidade e quantidade dos constituintes presentes. Alguns 

destes compostos podem ser removidos ou ter sua concentração reduzida no 

meio em que se encontra, devido à decomposição, evaporação, transformação 

em compostos com menor toxicidade ou até mesmo, por meio de deposição em 

sedimentos. No entanto, a maior preocupação é quanto a parcela dos compostos 

tóxicos que permanece soluvel em água, sendo passível de interação direta com 

a biota aquática (FAKHRU’L-RAZI et al., 2009). Em muitos casos, esse resíduo 

passa por tratamento para posterior descarte no ambiente (NEFF; LEE; 

DEBLOIS, 2011), porém, mesmo após o tratamento, a AP pode ainda conter 

contaminantes que podem ser tóxicos à biota aquática, representando uma 

ameaça a sua saúde e a biodiversidade (FARMEN et al., 2010).  

Assim, o descarte de AP não tratadas ou após tratamento ineficiente pode 

ser prejudicial ao ambiente, pois podem conter níveis elevados de íons 

dissolvidos (sais), hidrocarbonetos e oligoelementos (GUERRA; DAHM; 

DUNDORF, 2011). Dentre os íons dissolvidos, o sódio é o cátion mais comum 
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encontrado nas APs e, caso esse resíduo entre em contato com o solo, o 

excesso de sódio pode causar deficiência em outros cátions em plantas, pois 

quando o sódio encontra-se em altos níveis, compete com o cálcio, magnésio e 

potássio na absorção pelas raízes (GUERRA; DAHM; DUNDORF, 2011). Além 

disso, níveis elevados de sódio também podem inibir a infiltração de água no 

solo, devido a alterações na estrutura e retenção das moléculas de água (DAVIS; 

WASKOM;  BAUDER,  2007).  

Ainda, se a AP tratada for utilizada na irrigação, deve-se levar em 

consideração que esta pode infiltrar em fontes de águas subterrâneas 

localizadas próximas à superfície, podendo contaminar este recurso. 

Adicionalmente, o acúmulo do mineral decorrente da troca iônica subsuperficial 

pode alterar a qualidade da água dos aquíferos subjacentes rasos (GUERRA; 

DAHM; DUNDORF, 2011).   

Oligoelementos, incluindo boro, lítio, bromo, flúor e rádio podem ocorrer 

em concentrações elevadas em algumas APs. Muitos destes oligoelementos são 

fitotóxicos e possuem a capacidade de se adsorver ao solo, podendo 

permanecer neste compartimento após a água salina ter sido removida. Além 

disso, lodos contendo rádio são encontrados em equipamentos de campo 

petrolífero que são descartados em solos, representado, desta forma, riscos 

adicionais ao ecossistemas e a saúde humana (GUERRA; DAHM; DUNDORF, 

2011).  

Frente ao exposto, a presença de compostos químicos diversos em 

amostras de AP, pode representar uma ameaça à biota aquática quando 

descartada nos recursos hídricos, ou como dito anteriormente, quando ela é 

usada para irrigação podendo acarretar diversos problemas ao solo e as culturas 

(VEIL et al., 2004).  

Devido à grande variedade de produtos químicos em diferentes 

concentrações presentes na AP, é difícil definir o potencial tóxico de uma 

determinada amostra deste efluente, sendo neste caso impossível descrever 

individualmente a toxidade dos vários componentes presentes e, posteriormente, 

tentar estimar a toxicidade da mistura constituinte da AP (HOLDWAY, 2002). A 

identificação precisa de quais compostos ou classe de compostos são 

responsáveis pela toxicidade de uma determinada amostra de AP é um dos 
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grandes obstáculos na avaliação, monitoramento e gerenciamento desta mistura 

complexa (BRETAS, 2011). 

Perante a crescente exploração dos recursos fósseis pela indústria 

petrolífera, tornam-se necessários mais estudos sobre as características 

toxicológicas dos resíduos gerados (AP) por esse seguimento, assim como o 

desenvolvimento de pesquisas que contribuam com a manutenção e integridade 

da biota afetada (BRETAS, 2011), por meio de tratamentos eficazes. 

Considerando que a demanda global de energia até 2040 aumentará em até 

37%, impulsionando o petróleo, o carvão e o gás natural como as principais 

fontes de energia da civilização moderna, espera-se como consequência, um 

aumento no volume de águas residuais (água de petróleo), geradas pela 

indústria petrolífera, estimado em 437 milhões de barris por dia (ALZAHRANI et 

al., 2013, GWI, 2011). Desta forma, tornou-se importante o desenvolvimento de 

tratamentos capazes de reduzir o impacto ambiental do lançamento desses 

resíduos.  

1.1.2 Formas alternativas de tratamento da AP 

Os métodos convencionais normalmente empregados para tratar a AP 

são filtração, flotação e membrana de separação (DENG et al., 2005), ou por 

processos químicos, físicos, biológicos e por membranas (Figura 5) (NASIRI; 

JAFARI; PARNIANKHOY, 2017) processos esses que envolvem apenas a 

transferência de fase, mas não a eliminação ou degradação dos compostos 

presentes na AP. Estes tratamentos convencionais muitas vezes não são 

suficientes para a remoção/degradação dos contaminantes presentes, devido à 

complexidade e toxicidade de diferentes compostos existentes em uma única 

amostra, sendo, portanto, necessária a utilização de processos mais complexos 

e sofisticados (BRITO et al. 2019) como os processos oxidativos avançados 

(POAs) ou materiais adsorventes como a vermiculita.  
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Figura 5 – Principais técnicas utlizadas para tratamento da Água Produzida de Petróleo 

(AP). 

 

Fonte: Adaptado de Nasiri, Jafari e Parniankhoy (2017). 

 

1.1.2.1 Procesos Oxidativos Avançados (POAs) 

Recentemente, alguns autores vêm investigando os POAs como  

alternativa para o tratamento de AP, como por exemplo o tratamento 

fotocatalítico químico e eletroquímico dos compostos orgânicos presentes na 

água. Dentre eles, podemos destacar trabalhos que utilizaram a oxidação 

eletroquímica de AP utilizando ânodos de óxido metálico (RAMALHO; 

MARTÍNEZ-HUITLE; SILVA, 2010; SANTOS; DEZOTTI; DUTRA, 2013), 

oxidação fotocatalítica (ADAMS; CAMPBELL; ROBERTSON, 2008) e oxidação 

fotoeletrocatalítica utilizando semicondutoes de TiO2 (JARAMILLO-GUTIÉRREZ 

et al., 2016; LI et al., 2006). 

Neste trabalho, foram avaliadas as técnicas de fotocatálise, 

fotoeletrocatálise, ozonização e ozonização fotoeletrocatalítica.  
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Os POAs consistem na geração de espécies muito reativas, como radicais 

hidroxila (•OH) à partir do H2O2, que oxidam uma variedade de poluentes de 

maneira rápida e não seletiva, sendo esta uma característica muito importante 

para o tratamento de amostras aquosas complexas, podendo ser uma solução 

ambiental eficiente (ANDREOZZI et al., 1999, FUKUNAGA, 2003). A fotocatálise 

é um processo pelo qual ocorre a excitação com luz de energia maior que o band 

gap (Eg), ou seja, a quantidade de energia necessária para que o semicondutor 

possa conduzir corrente elétrica, ocasionando a geração de pares de 

elétron/lacuna (e-/h+), de forma a aprisionar elétrons e lacunas pelas espécies 

adsorvidas, ocorrendo reações redox entre espécies adsorvidas e cargas 

fotogeradoras e dessorção dos produtos da reação reduz, seguida da 

regeneração do semicondutor (ZIOLLI; JARDIM, 1998).  

A oxidação fotoeletroquímica (fotoeletrocatálise) é a junção das 

tecnologias eletroquímicas e fotoquímicas, utilizada para aumentar a eficiência 

na degradação de poluentes orgânicos da fotocatálise. A vantagem da 

fotoeletrocatálise em relação à catálise é a aplicação de um potencial através de 

um fotoeletrodo no qual o catalisador está apoiado. Essa configuração permite a 

separação mais efetiva das cargas geradas, tornando maior o tempo de vida dos 

pares de elétrons-lacunas, aumentando assim, a eficiência do processo, sendo 

baseado na reação fotoquímica que acontece na superfície do TiO2 sob um fóton 

incidente de luz UV com energia hv (OSUGI et al., 2005; ZANONI; SENE; 

ANDERSON, 2003). 

O ozônio é considerado um oxidante poderoso e o tratamento de água e 

águas residuais utilizando esta substância é conhecido como ozonização. O 

ozônio pode reagir com poluentes orgânicos por meio de ação direta (de forma 

seletiva e relativamente lenta) devido a oxidação do ozônio molecular, ou de 

forma indireta (de maneira oxidativa mais rápida e não seletiva) quando radicais 

•OH são gerados pela decomposição de ozônio, essa ação indireta também é 

denominada como ozonização catalítica, ou seja, também é um POA. Ao final do 

tratamento, ocorre a formação de compostos recalcitrantes devido à 

decomposição do ozônio, que é dependente do pH, dos catalizadores e da 

irradiação UV (AGUSTINA; ANG; VAREEK, 2005; BESSEGATO et al., 2016; 

NAWROCKI; KASPRZYK-HORDERN, 2010). 
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O processo de ozonização fotoeletrocatalítica é a combinação da 

fotoeletrocatálise utilizando eletrodo TiO2NT e a ozonização (O3), sendo 

considerado um tratamento eficiente, capaz de promover uma maior degradação 

e mineralização de compostos orgânicos em água residuais. Umas das 

desvantagens do tratamento por fotoeletrocatálise é a baixa degradação de 

compostos altamente concentrados, assim, a adição/combinação à ozonização 

pode suprir essa deficiência, fazendo com que esse processo combinado se 

torne mais eficiente do que quando utilizados separadamente (BESSEGATO et 

al., 2016). 

 

1.1.2.2 Vermiculita 

Vermiculita é o nome mineralógico dado ao silicato laminar hidratado de 

íons de magnésio, alumínio e ferro (DUMAN; TUNÇ, 2008, DUMAN; TUNÇ; 

POLAT, 2015). É um mineral expansível (2:1) que se forma a partir da alteração 

de mica (DUMAN; TUNÇ, 2008). Como pode ser observado em sua estrutura 

(Figura 6), esse mineral é composto por diversos óxidos metálicos. Além disso, 

não ocorre a alteração da estrutura cristalina com a adição de cátions e 

moléculas a camada, onde pode haver uma possível alteração no seu grau de 

cristalinidade após adição de íons e remoção de água através de tratamento 

térmico, que é necessário para sua capacidade adsortiva (BALEK et al., 2007; 

DUMAN; TUNÇ, 2008; MOUZDAHIR et al. 2009; VALKOV; SIMHA, 2012).  

A vermiculita possuí capacidade de troca catiônica muito alta (120–150 

meq/100 g) devido a substituições de Mg2+ e Fe2+ em vez de Al3+ nas posições 

octaédricas e, em maior grau, a substituições de Al3+ em local de Si4+ nas 

posições tetraédricas. Além disso, a vermiculita incha menos que as smecitas 

em decorrência da sua maior carga nas chapas tetraédricas e possuem maior 

grau de plasticidade que o caulim e mica. Portanto, essas propriedades tornam 

esse mineral adequado no emprego como sorventes naturais de baixo custo para 

o tratamento de águas industriais e de processamento de águas residuais a fim 

de se evitar a liberação de poluentes (MALANDRINO et al., 2006).  

A vermiculita pode adsorver metais pesados e outros poluentes por meio 

de dois mecanismos diferentes:  1) troca catiônica nos locais planares, resultante 

das interações entre íons metálicos e carga permanente negativa (complexos da 

esfera externa), e (2) formação de complexos da esfera interna por meio dos 
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grupos Si-O- e Al-O- nas bordas dos componentes de argila (MERCIER; 

DETELLIER, 1995; KRAEPIEL;  KELLER; MOREL, 1999). 

A vermiculita é comercializada na forma expandida em diferentes 

granulações e empregada em diversos setores industriais, como por exemplo, 

na agricultura e horticultura, visando reter e carrear água para o condicionamento 

de solos; na construção civil na fabricação de blocos e placas e isolamento 

térmico e acústico e revestimento de paredes, na fabricação de de embalagens 

e produtos industrializados. No ambiente, vem sendo pesquisada na remediação 

de solos contaminados de derivados de petróleo, na adsorção de metais 

pesados e remoção de contaminantes orgânicos e na purificação de água 

residuárias contendo sais (UGARTE; MONTE, 2005).  

 

Figura 6 – Estrutura da vermiculita, empregada no tratamento de amostras de água 
produzida de petróleo.   

 
Fonte: Adaptado de Duman e Tunç (2008) 
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1.2 Organimos aquáticos utilizados em ensaios ecotoxicológicos  

Ecossistemas aquáticos possuem características específicas, dentre elas 

o aceleramento da taxa de transferência de nutrientes e metabólitos por meio de 

membranas celulares, ocasionando a potencialização da absorção e 

transformação de matéria pelos organismos aquáticos. Além disso, a dinâmica 

de processos biogeoquímicos (ciclagem de nutrientes) é mais veloz, tendo como 

consequência elevadas taxas de produtividade primária. Outra característica 

bastante importante é a viscosidade da água, pois através dela ocorre a alta 

mobilidade de organismos aquáticos (ex. peixes) ou a locomoção quase que 

totalmente através do movimento de massas de água. As propriedades físicas 

da água, como calor específico e índice de refração luminosa, são importantes 

para determinações espaciais (principalmente verticais) na distribuição térmica 

e luminosa no ambiente aquático, o que impacta diretamente a distribuição dos 

organismos no ambiente. Por fim, a fluidez da água junto a sua capacidade de 

solubilização, determinam em geral, que barreiras à dispersão sejam tipicamente 

fracas entre vários habitats do ambiente aquático, proporcionando uma dinâmica 

na troca de nutrientes e de substâncias químicas, além da maior movimentação 

de propágulos (ESTEVES; CALIMAN, 2011). 

Segundo Esteves e Caliman (2011), os meios aquáticos possuem 

diversos compartimentos, como por exemplo os lagos que são divididos em: 

região litorânea ou ripária, região limnética ou pelágica, região bentônica e 

interface água-ar. Entretanto, essa classificação é apenas didática, pois, esses 

compartimentos não são isolados dentro do ecossistema aquático, convivendo 

em constante interação com trocas de matérias e energia. Portanto, no caso de 

uma contaminação ambiental por substâncias químicas, pode ocorrer impacto 

direto ou indireto em todo um ecossistema aquático, podendo atingir proporções 

inesperadamente complexas. 

A dispersão de um contaminante no ambiente aquático é mais complexa 

que na atmosfera. Existem muitas diferenças no volume de diluição, 

característica de mistura e velocidade de transporte entre os diferentes 

compartimentos aquáticos (rios, lagos, mares, estuários e oceanos) tornando 

uma abordagem geral mais difícil. Portanto, além das interações de 

contaminantes com os componentes abióticos do ambiente também ocorre a 
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interação mais ativa com a biosfera, o que facilita a transferência do 

contaminante para o meio biótico do sistema (SISINNO; MOREIRA, 2013).  

Para avaliação de contaminações de meios aquáticos são realizados 

análises da qualidade de água e da carga poluidora de efluentes e outras 

amostras aquosas. Para tanto, frequentemente são utilizadas as análises físico-

químicas como demanda química de oxigênio (DQO), demanda bioquímica de 

oxigênio (DBO), sólidos em suspensão, entre outros parâmetros de caráter 

orgânico e inorgânico, cujos limites são estabelecidos de acordo com a 

legislação ambiental vigente. No entanto, esses parâmetros são muito 

abrangentes e não são suficientes para determinar o potencial tóxico de um 

contaminante, ou seja, não conseguem distinguir entre substâncias 

potencialmente tóxicas aos sistemas biológicos daquelas que apresentam baixo 

risco. Desta forma, é necessária a complementação dos dados analíticos 

empregando testes de ecotoxicidade na avaliação do risco ambiental por 

contaminantes (COSTA et al., 2008). 

Os testes ecotoxicológicos são realizados com organismos indicadores, 

sensíveis a substâncias químicas, avaliados através de alterações 

(morfológicas, fisiológicas ou comportamentais) após a exposição a 

contaminantes ambientais. Essas exposições são realizadas com diferentes 

concentrações da amostra a ser testada por um período controlado, podendo ser 

realizadas em exposições agudas ou crônicas. A exposição a um agente tóxico 

é considerada aguda quando ocorre em único evento ou em curto período de 

tempo, por outro lado, na crônica a exposição ao agente tóxico ocorre de forma 

gradativa ao longo da vida do organismo, geralmente em baixas concentrações 

(MAGALHÃES; FERRÃO, 2008). 

Segundo Domingues e Bertoletti (2006), os organismos aquáticos 

utilizados em ensaios ecotoxicológicos devem pertencer a grupos taxionômicos 

representativos do ecossistema, sendo recomendável a utilização de 

organismos de diferentes níveis tróficos distintos, para que se possa obter uma 

indicação da variabilidade natural da sensibilidade dos organismos.  

Diferentes organismos (vertebrados e invertebrados) podem ser utilizados 

na avaliação ecotoxicológica, entretanto é recomendável que tenha seletividade 

constante e elevada ao contaminante, grande disponibilidade e abundância, 

estabilidade genética, biologia conhecida, representatividade no seu nível trófico 
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e relevância ambiental, além da necessidade de fácil cultivo e de adaptação às 

condições em laboratório. Dentre os organismos-teste mais utilizados podemos 

citar: algas, crustáceos, bactérias e peixes (DOMINGUES; BERTOLETTI, 2006). 

Como citado anteriormente, a avaliação ecotoxicológica de 

contaminações ambientais deve ser realizada com organismos de diferentes 

níveis tróficos. Desta forma, existem discussões sobre o uso ético de organismos 

em teste laboratoriais, principalmente o uso de vertebrados (SCHOLZ et al., 

2008; SCHOLZ et al., 2013). Em decorrência disso, há um forte debate para 

utilização de métodos alternativos à experimentação animal (BRAUNBECK et 

al., 2005; LAMMER et al., 2009; EMBRY et al., 2010; SCHOLZ et al., 2013; 

BUSQUET et al., 2014), desta forma, o princípio dos 3Rs (Reduction, 

Replacement, Refinement) (RUSSELL; BURCH, 1959) pode ser aplicada na 

escolha dos testes e organismos a serem utilizados.  

De forma a atender essa demanda, neste trabalho foram realizados 

apenas teste alternativos, utilizando organismos de diferentes níveis tróficos: 

Danio rerio (estágio embrio-larval), Vibrio fischeri, Daphnia similis, Daphnia 

magna, Chironomus riparius e Dugesia tigrina. 

 

1.2.1.1 Danio rerio 

Figura 7 – Peixes da espécie Danio rerio 

 
Fonte: https://faunalytics.org/can-zebrafish-needs-be-met-in-captivity/ 

 

 

Neste trabalho forma utilizados peixes da espécie Danio rerio (Figura 7), 

pertencentes a Família Cyprinidae, originários da Índia e do Paquistão que 

possuem ampla distribuição geográfica com hábitos alimentares amnívoro. O 

Danio rerio também é conhecido como zebrafish (nome difundido na comunidade 

científica), peixe zebra ou paulistinha (ABNT, 2016).  
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O zebrafish é um modelo animal importante para os estudos de 

desenvolvimento de vertebrados e funções genéticas relacionadas, além de 

estudos ecotoxicológicos. Devido ao rápido desenvolvimento e sensibilidade dos 

embriões, são considerados como bons organismos-teste para determinação da 

toxicidade aguda à contaminantes ambientais. Nos últimos anos, o teste com o 

embrião deste peixe tem sido incentivado, pois é visto como um substituto para 

o teste agudo com o peixe adulto, de acordo com a regulamentação europeia de 

proteção aos animais utilizados para fins experimentais, pois os testes com 

embriões de zebrafish de até 120h são considerados como testes alternativos in 

vitro (BRAUNBECK et al., 2005; COUNCIL DIRECTIVE 86/609/EEC 1986; 

NAGEL, 2002). 

Dentre as vantagens da utilização deste peixe, citam-se seu 

desenvolvimento rápido (Figura 8), bem caracterizado e muito similar ao de 

outros vertebrados (incluindo os humanos); desenvolvimento embrionário 

externo e transparente protegido por um córion também transparente, o que 

permite o monitoramento fácil das mudanças morfológicas por 

estereomicroscopia (HOWE et al., 2013). Ainda como vantagens, podemos 

destacar a alta taxa de reprodução, considerando que uma única fêmea pode 

produzir em média 100 a 300 ovos em cada reprodução. Além disso, o peixe 

adulto possui apenas 3 cm de comprimento, o que facilita seu cultivo pois não 

necessita grandes espaços. Suas larvas possuem apenas 1 a 4 mm de 

comprimento, e podem viver até sete dias em único poço de placa de 6 ou 24 

poços sobrevivendo apenas com os nutrientes armazenados no saco vitelínico. 

Adicionalmente, trata-se de um modelo com facilidade de aplicação e avaliação 

em testes de toxicidade (HILL et al., 2005; LEE et al., 2012; MCCOLLUM et al., 

2011; MCGRATH; LI, 2008; SIPES; PADILLA; KNUDSEN, 2011; YANG et al., 

2009). 
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Figura 8 – Estágios de desenvolvimento embrionário do zebrafish até 144 horas pós 
fertilização (hpf). 
24 hpf 48 hpf 72 hpf 

   

96 hpf 120 hpf 144 hpf 

   

Fonte: Autora 

 

Considerando a provável constituição da água de petróleo (AP), podendo 

conter metais, hidrocarbonetos aromáticos policíclicos (HAP), além de 

compostos radioativos, neste trabalho, foi utilizado o Fish Embryo Test (FET) 

proposto por Nagel (2002) com algumas adaptações, baseado na OECD (nº 236) 

para a avaliação da eficiência dos tratamentos na remoção da toxicidade das 

amostras em questão. Este ensaio é capaz de detectar uma ampla gama de 

efeitos tóxicos, desde efeitos letais até subletais como capacidade de eclosão, 

pigmentação, batimentos cardíacos, curvatura da cauda, edemas cardíacos e 

oculares, entre diversos outros por meio de observações visuais de 

malformações embrionárias (OECD, 2013).  
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1.2.1.2 Vibrio fischeri 

Figura 9 – Placas de petri contendo colônias de Vibrio fischeri 

 
Fonte: Glöckner et al. 2012 

 

Bioensaios bacterianos, normalmente, ocorrem em cinco categorias: 

crescimento populacional, consumo de substrato, respiração, luminescência 

relcionada à síntese de ATP e ensaios de inibição de bioluminescência. Dentre 

as espécies mais utilizadas para os testes de bioluminescência, destaca-se a 

Vibrio fischeri, Photobacterium phosphoreum, Vibrio harveyi e Pseudomonas 

fluorescens, já nos ensaios de inibição metabólica incluem Escherichia coli e 

Pseudomonas putida. A popularidade dos ensaios bacterianos é decorrente do 

fato das bactérias serem parte integrante do ecossistema, além de se tratar de 

ensaios relativamente rápidos e simples (PARVEZ et al., 2006).  

A Vibrio fischeri (Figura 9), também conhecida como Photobacterium 

fisheri, é uma bactéria gram-negativa, com formato de bastonete, flagelada e não 

patogênica, distribuida de forma onipresente em ambientes marinhos 

subtropicais e temperados (ABBAS et al., 2018). É considerado um organismo 

de vida livre (planctônico) ou como um colonizador do órgão reprodutor de luz 

(fotóforo) em lulas e peixes como um simbionte amutuístico (RUBY; NEALSON, 

1976), que ocasiona a luminescêscia do organismo tanto para camuflagem como 

para predação (RUBY; MCFALL-NGAI, 1999). Essa bactéria é frequentemente 

utilizada em ensaios ecotoxicológicos na avaliação da toxicidade aguda de 

substâncias.  

O ensaio com o Vibrio Fischeri é, frequentemente, escolhido como o 

primeiro teste numa bateria de teste baseados na velocidade e custo. Muitos 

pesquisadores apontam o ensaio de bioluminescência com Vibrio fischeri como 

um dos mais sensíveis para uma ampla gama de produtos químicos quando 
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comparado com outros ensaios bacterianos (FARRÉ et al., 2001; FERRAZ; 

GRANDO; OLIVEIRA, 2011; GATIDOU; STASINAKIS; IATROU, 2015; 

HEINLAAN et al., 2008; RANKE et al., 2004; ROSADO; USERO; MORILLO, 

2016; VENTURA et al., 2014). 

Segundo Harmel (2004, apud FERRAZ; GRANDO; OLIVEIRA 2011) 

bactérias luminescentes produzem luz quando oxidam simultaneamente 

riboflavina 5 – fosfato (FMNH2) e um aldeído de cadeia longa (RCHO) na 

presença de oxigênio. A emissão da luz pela bactéria é resultante da reação da 

molécula de flavina que fica eletronicamente excitada e, em seguida, ocorre a 

emissão da fluorescência por meio do retorno do elétron ao seu estado inicial. A 

bactéria V. fischeri apenas reduz sua produção de luz na presença de um 

composto tóxico que altere ou iniba seu processo de produção.  

Microtox® é um teste de toxidade aguda com a bactéria marinha Vibrio 

fischeri NRRL B 11177 baseado na inibição de bioluminescência do organismo. 

O teste é uma marca registrada pela empresa Microbics Corporation e hoje é de 

propriedade da Strategic Diagnostic Inc. (GHIRARDINI et al., 2009). O teste 

Microtox® consiste na exposição da bactéria V. fischeri a diferentes 

concentrações da amostra a ser testada. Se houver uma relação dose-resposta 

entre as concentrações da soluções teste e a luz emanada em relação ao 

controle, ocorre uma redução da emissão dessa luz, e o efeito é quantificado. A 

medida da intensidade da luminescência emitida pela V. fischeri é realizada 

automaticamente através de um programa computacional (BENNETT, 

CUBBAGE, 1992).  

Existem diversos fatores que tornaram o teste do Microtox® amplamente 

aceito em todo o mundo, tanto em programas de monitoramento como para 

triagem ambiental. Dentre esses fatores, podemos citar o baixo volume de 

amostra necessária, relevância ecológica, sensibilidade, reprodutibilidade e 

padronização do teste. O Microtox® pode ser usado para testar amostras 

líquidas e sólidas visando: (i) avaliação da toxicidade dos compostos puros; (ii) 

monitorização das águas superficiais ou águas residuais; (iii) controle da 

qualidade do fluxo de água nas estações de tratamento de águas residuais; (iv) 

ensaio de amostras ambientais sólidas (solo ou sedimentos) ou extraídas de 

matrizes líquidas ou extratos salinos); (v) estudar a toxicidade de substâncias 
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liberadas pela degradação de materiais; e (vi) controlar as ações de mediação 

do solo e do sedimento (GHIRARDINI et al., 2009). 

 

1.2.1.3 Daphnia similis e Daphnia magna 

Figura 10 – Microcrustáceo Daphnia similis 

Fonte: Autora 
 

O gênero Daphnia (Figura 10) compreende microcrustáceos 

zooplanctônicos, organismos muito sensíveis a contaminantes ambientais. Por 

isso, esses cladóceros são bastante empregados em ensaios ecotoxicológicos 

em decorrência da sua pequena estrutura, alta sensibilidade a diversas 

substâncias tóxicas, ampla distribuição geográfica, elevada densidade e 

crescimento populacional acelerado (GUTIERREZ; PAGGI; GAGNETEN, 2012; 

SARMA; NANDINI, 2006).  

Os daphnídeos (Crustacea, Cladocera) são popularmente chamados de 

pulga d’água, sendo este um organismo aquático filtrador que ocupa papel 

imprescindível na cadeia alimentar, como fonte de alimento para peixes e 

invertebrados predadores, além de terem papel no controle populacional de 

algas, que podem interferir na qualidade da água de recursos hídricos. Dentre 

os ensaios ecotoxicológicos mais aplicados mundialmente, destacam-se aqueles 

empregando os organismos Daphnia magna e Daphnia similis em ensaios de 

toxicidade aguda e a Ceriodaphnia dubia para testes de toxicidade crônica 

(ARAGÃO; ARAÚJO, 2006).  

Em testes ecotoxicológicos é recomendada a utilização de espécies 

temperadas como a Daphnia magna e a Daphnia pulex. Porém, também é 

possível utilizar outras espécies, como a Daphnia similis, desde que também 

sejam sensíveis. Além disso, no estudo realizado por Buratini, Bertoletti e 
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Zagatto (2004) foram descritas similaridades entre o comportamento e 

sensibilidade das espécies D. similis e D. magna. Assim, o Laboratório de 

Ecotoxicologia Aquática da CETESB, inseriu a espécie D. similis como um 

organismo-teste, não só devido às vantagens citadas acima, mas também 

devido ao fato de que a espécie D. similis, embora não seja nativa do Brasil, é 

mais bem adaptada à baixa dureza da água do estado de São Paulo, quando 

comparada à D. magna (BURATINI, BERTOLETTI, ZAGATTO, 2004). Além 

disso, a Associação Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) recomenda o uso da 

D. similis como um organismo-teste em ensaios ecotoxicológicos de toxicidade 

aguda, (ABNT NBR 12713:2016), o que tem impulsionado o uso do organismo 

no Brasil (ABNT, 2016; BEATRICI, 2001). Por fim, o teste com o organismo 

também é normatizado pela Organization for Economic Cooperation and 

Development (OECD), o que possibilita a comparação de resultados com 

diversos estudos realizados pelo mundo (OECD, 1997).  

Diversos trabalhos utilizaram a D. similis em ensaios ecotoxicológicos 

(BRAZ et al., 2014; DE-CARVALHO et al., 1998; FERRAZ; GRANDO; 

OLIVEIRA, 2011; LIU et al., 2002; SOTERO-SANTOS; ROCHA; POVINELLI, 

2005), demonstrando que a espécie é um bom organismo na avaliação da 

toxicidade aguda devido a sensibilidade apresentada a diversas substâncias, 

assim como a Daphnia magna. 

 

1.2.1.4 Chironomus riparius 

Figura 11 – Inseto da espécie Chironomus riparius 

 
Fonte: Autora 

 

O Chironomus riparius (Figura 11) é uma espécie aquática durante os 

estágios iniciais de desenvolvimento amplamente utilizada em estudos de 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0043135405003726#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0043135405003726#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0043135405003726#!
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ecotoxicidade, sendo considerada uma espécie padrão para avaliação da 

contaminação de água e sedimento (CAMPOS et al, 2017). Chironomidae é a 

família dipterana mais amplamente distribuída pelo globo e suas larvas estão 

presentes em diversos habitats, tais como terrestres e aquáticos (marinhos e de 

água doce) (TAENZLER et al. 2007; SERRA et al., 2016), tendo uma população 

estimada em 15 mil espécies (ARMITAGE et al., 1995).  

Os chironomideos, também conhecidos como mosquitos não-carnudos, 

possuem ciclo de vida em quatro estágios de metamorfose:  ovos, larvas (quatro 

estágios) e pupas na água e um estágio adulto terrestre (ARMITAGE; 

CRANSTON; PINDER, 2012; HALPERN; SENDEROVICH, 2015, BELEZA et al., 

2019). Cerca de 90% da vida de um chironomideo é na fase aquática 

(TAENZLER et al., 2007). Em condições laboratoriais o C. riparius emerge entre 

15 e 17 dias após o primeiro estágio (WATTS, PASCOE 1996; WATTS et al. 

2001) e vivem por cerca de 4 dias quando adultos (RISTOLA et al. 2001), além 

disso os machos emergem alguns dias antes das fêmeas através do fenómeno 

de protandria (TAENZLER et al., 2007). Existem diversos fatores que tornam o 

Chironomus riparius como organismo modelo recomendado para avaliar a 

toxicidade dos poluentes aquáticos, tais como pequeno tamanho, tempo de 

geração curto e facilidade de cultura em condições de laboratório (OCDE 235, 

2011). 

Esses organismos são considerados macroinvertebrados aquáticos e são 

essenciais para o funcionamento de ecossistemas aquáticos, pois atuam nos 

processos ecológicos de transferência de energia e de ciclagem de nutrientes, 

além de possuírem papel crucial na movimentação de contaminantes presentes 

no sedimento (PÉRY et al. 2002; KUHLMANN et al., 2012). As larvas de 

quironomídeos são predadoras, assim como também são presas importantes 

para outros macroinvertebrados, invertebrados e vertebrados (HOLKER, STIEF, 

2005 ; XIE et al., 2019). 

Estes mosquitos são bons indicadores da qualidade de recursos hídricos, 

pois podem viver em situações extremas, respondendo aos impactos de origem 

antrópica. Por serem indivíduos de mobilidade reduzida e estarem associadas 

ao sedimento (durante o período larval e pupas), os chironomídeos são os 

primeiros a manifestarem os efeitos deletérios dos contaminantes, pois o 
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sedimento é o ponto final de grande parte da carga poluidora no ambiente 

aquático (KUHLMANN et al., 2012).  

 

1.2.1.5 Dugesia tigrina  

Figura 12 –Organismo Dugesia tigrina 

 
Fonte: Autora 

 

Planária de água doce (Figura 12) é um termo comumente utilizado para 

se referir a uma ampla gama de membros de água doce e de vida livre do 

tradicional táxon Tubellaria em Platelmintes, especialmente aqueles da ordem 

Tricladida (ex. Dugesia tigrina). Esses organismos possuem distribuição 

mundial, fazem parte dos bentos e habitam a vegetação flutuante em ambientes 

não poluídos de água doce (EHLERS, 1984; NOREÑA et al., 2015; 

SCHOCKAERT et al., 2008). Além disso, possuem papel na cadeia alimentar 

como predador de outros invertebrados aquáticos de seu habitat circundante, 

assumindo desta forma o papel de consumidores secundários (SHEIMAN; 

KRESHCHENKO, 2015; WU; LI, 2018). A reprodução desses organismos 

hermafroditas pode ser de forma sexual ou assexuada (WU; LI, 2018). 

A utilização de planárias tem sido bastante estimulada como alternativa 

ao uso de vertebrados em estudos Toxicológicos em decorrência de vários 

fatores, tais como: (i) fácil aquisição, podendo ocorrer facilmente na natureza ou 

comercialmente; (ii) custo de manutenção relativamente baixo, pois os 

organismos podem ser armazenados em água da torneira desclorada, água de 

nascente ou água reconstituída, e alimentação é a base de fígado cru e/ou gema 

de ovo; (iii) manipulação experimental simples, devido seu pequeno tamanho 

não havendo necessidade de grandes volumes de amostras a serem testadas; 
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(iv) além de produzirem informações toxicológicas úteis de indivíduos que podem 

ser extrapolados para populações ou comunidades (NOREÑA et al., 2015).  

As planárias de água doce são utilizadas em estudos de genotoxicidade, 

tumorigenicidade, neurotoxicidade e toxicidade reprodutiva, sendo 

extremamente relevante para avaliar efeitos ecotoxicológicos, como potencial 

bioindicador para qualidade de ambientes aquáticos (WU; LI, 2018). Os testes 

com esses organismos normalmente ocorrem com indivíduos vivos, que são 

imersos em uma amostra solúvel em água, seguida de amostragem e avaliação 

da toxicidade. As substâncias ali presentes penetram nos corpos das planárias 

através de difusão cutânea pela parede corporal (KAPU; SCHAEFFER, 1991). 

Dentre as várias espécies de planárias utilizadas e ensaios de toxicidade, 

destaca-se a espécie Dugesia tigrina (também conhecida na literatura como 

Girardia tigrina) polimórfica e cosmopolita, nativa em ecossistema de água doce 

tropical (América) e bastante difundida de forma exótica na Europa, Ásia e 

Austrália (KAWAKATSU et al., 1976, SASAKI, 2001; BUENO-SILVA, FISCHER, 

2005). Essa espécie é conhecida pela fisionomia, com cabeça triangular (que 

difere do corpo pela presença de aurículas e dois ocelos fotossensíveis), 

pigmentação dérmica específica, a superfície ventral do corpo translúcida que se 

diferencia da dorsal (castanho pigmentado) (HYMAN, 1939 apud RIBEIRO, 

2012), como pode ser observado na Figura 12. 

Apesar da importância da realização de testes de toxicidade com 

espécimes padronizadas, é interessante também a utilização de organismos 

regionais (PREZA, SMITH, 2001), como a por exemplo a planária Dugesia 

tigrina, que apesar de não possuir ainda testes padronizados, tem se mostrado 

bastante promissora em testes ecotoxicológicos (PREZA, SMITH, 2001; 

KNAKIEVICZ, FERREIRA, 2008; RAMAKRISHNAN, DESAER, 2011; SARAIVA 

et al., 2018; LÓPEZ et al., 2019). Além disso, a utilização de planárias em 

diferentes estudos tem crescido nos últimos 30 anos, assim como aqueles que 

utilizam o organismo em testes de toxicidade, conforme pode ser observado na 

Figura 13 (WU, LI, 2018). 
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Figura 13 - Mudanças temporais no número de artigos em periódicos que relatam a 
utilização de planárias de água doce (barras cinza) e efeitos tóxicos específicos em 
planárias (barras pretas) (1900–2017). 

 

Fonte: (WU, LI, 2018). 

 

1.2.1.6 Organismos já testados em AP  

 A comunidade científica vem avaliando os efeitos tóxicos da AP há muitos 

anos em diferentes organismos aquáticos, como pode ser observado na Tabela 

4. Esses testes toxicológicos são importantes para determinação dos efeitos 

deletérios em ambientes aquáticos, e seus dados podem ser extrapolados a 

níveis ecossistemicos.  

 
 
Tabela 4 - Efeitos observados decorrentes da exposição de diferentes organismos 

aquáticos à amostras de água produzida de petróleo (AP) e água produzida a partir do 
retorno de fraturamento hidráulico (APFH) encontrados na literatura. 

Efluente Organismos 
Parâmetro 
avaliado 

Fonte 

AP - Acartia tonsa (copépode) 
Toxicidade 
aguda e crônica 

GIRLING, 1989. 

AP 

- Skeletonema costatum 
(alga); 
- Artemia salina 
(crustáceo); 

Toxicidade 
aguda 

BRENDEHAUG et al, 
1992. 
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- Photobacterium 
phosphoreum (bactéria). 

 AP 
- Skeletonema acartia 
(bactéria) 
- Vibrio fischeri 

Toxicidade 
aguda 

FLYNN; BUTLER; 
VANCE, 1996 

AP 

- Ceriodaphnia dubia 
(daphnia) 
- Pimephales pro-melas 
(peixe) 
- Mysidopsis bahia (mysid); 
 - Cyprinodon variegatus 
(peixe) 

Toxicidade 
aguda 

SAUER et al, 1997. 

AP - Vibrio fischeri 
Toxicidade 
aguda 

HENDERSON et al., 
1999. 

APFH 
- Vibrio fischeri; 
- Paracentrotus lividus 
(ouriço-do-mar) 

Toxicidade 
aguda  

MANFRA et al., 2007. 

AP - Gadus morhua  
Toxicidade 
crônica 

MEIER et al., 2007. 

AP de 
formação 

- Vibrio fischeri; 
- Dunaliella tertiolecta 
(alga); 
- Phaeodactylum 
tricornutum (alga) 
- Artemia franciscana 
(crustáceo); 
- Ti- griopus fulvus 
(crustáceo) 
- Dicentarchus labra (peixe) 

Toxicidade 
aguda 

MANFRA et al., 2010. 

AP 
- Oncorhynchus mykiss 
(truta arco-íris) 

Toxicidade 
aguda 

FARMEN et al., 2010. 

AP 
- Vibrio fischeri; 
- Poecilia vivípara (peixe) 

Toxidade aguda  CORRÊA et al, 2010. 

AP Mytilus edulis (mexilhão) 
Toxicidade 
crônica 

BROOKS et al., 2011 

AP Gadus morhua  
Toxicidade 
crônica 

SUNDT; BJÖRKBLOM, 
2011.  

AP - Vibrio fischeri  
Toxicidade 
aguda  

ALZAHRANI et al., 
2013. 

APFH - Danio rerio (peixe) 
Toxicidade 
aguda e crônica 

FOLKERTS et al., 
2017a 

APFH - Danio rerio Toxidade aguda 
FOLKERTS et al., 
2017b 

APFH - Danio rerio 
Toxicidade 
aguda 

HE et al., 2017. 

APFH - Oncorhynchus mykiss 
Toxicidade 
aguda 

HE et al., 2017. 

APFH 
- Daphnia magna 
(microcrustáceo) 

Toxicidade 
aguda e crônica 

BLEWETT et al, 2017a 

APFH 
- Oncorhynchus mykiss 
(truta arco-íris)  

Toxicidade 
aguda  

BLEWETT et al., 2017b. 

APFH Daphnia magna Toxidade aguda BLEWETT et al., 2018. 

AP 
- Crassostrea gigas (ostra)  
- Vibrio fischeri (bactéria) 

Toxicidade 
aguda 

AJUZIEOGU; 
ODOKUMA, 2018 
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AP - Vibrio fischeri 
Toxicidade 
aguda 

AJUZIEOGU; 
ODOKUMA; CHIKERE, 
2018. 

APFH - Danio rerio 
Toxicidade 
aguda e 
embriolarval 

HE et al., 2018. 

APFH - Danio rerio 
Toxicidade 
aguda  

HALE et al., 2019 

APFH 

- Gadus morhua (bacalhau 
do atlântico);  
- Melanogrammus 
aeglefinus (peixe). 

Toxicidade 
aguda  

HANSEN et al, 2019 

APFH 

- Daphnia magna; 
- Lumbriculus variegatus 
(anelídeo); 
- Danio rerio; 
- Oncorhynchus mykiss 

Toxicidade 
aguda 

FOLKERTS et al., 2019. 

APFH - Daphnia magna  
Toxicidade 
aguda  

DELOMPRÉ et al., 
2019. 

AP 
- Daphnia magna 
- Danio rerio 

Toxicidade 
aguda e de 
desenvolvimento 

MCLAUGHLIN et al., 
2020. 

Fonte: Autora. 

 

Como pode ser observado (Tabela 4) já foram realizados diversos testes 

ecotoxicológicos em diferentes organismos aquáticos expostos a AP e seus 

derivados, como por exemplo a água produzida a partir do retorno de 

fraturamento hidráulico (APFH).  Porém, existe a necessidade de mais testes 

com diferentes AP em variados organismos aquáticos de níveis tróficos distintos, 

pois como já foi dito a AP possui características e toxicidades variaveis de acordo 

com a região, o poço, a água de formação e os outros químicos que são 

eventualmente adicionados e podem apresentar efeitos deletérios diferentes a 

organismos aquáticos. Desta forma, há a necessidades de mais estudos que 

elucidem as características e efeitos tóxicos da AP a níveis populacionais e 

ecotoxicológicos, podendo futuramente serem extrapolados a outros níveis 

organizacionais. Além disso, existem poucos e/ou nenhum estudo na literatura 

dos efeitos embrionários, de testes com as espécies Dugesia tigrina e 

Chironomus riparius aos possíveis efeitos tóxcos da AP. 
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O objetivo geral do trabalho foi avaliar a toxicidade de duas amostras de 

água produzida, aqui denominadas água de produzida 1 (AP1) e água produzida 

2 (AP2), antes e após de diferentes tratamentos, visando avaliar a eficiência na 

remoção e/ou redução da toxicidade destas amostras para organismos 

aquáticos.  

Para tanto, foram propostos os seguintes objetivos específicos:  

• AP1:  

 Avaliar a toxicidade da AP1 antes e após o tratamento por 

meio de processos oxidativos avançados (POAs), de fotocatálise, 

fotoeletrocatálise, ozonização e ozonização fotoeletrocatalítica 

para os estágios embrio-larvais de peixes da espécie Danio rerio, 

por meio da determinação da letalidade e subletalidade; 

 Avaliar a toxicidade aguda da amostra antes e após os 

mesmos tratamentos para o microcrustáceo Daphnia similis e a 

bactéria marinha Vibrio fischeri. 

• AP2: 

 Avaliar da toxicidade aguda da AP2 sem tratamento e após 

o tratamento com vermiculita magnetizada (VMT-mag) 

empregando o microcrustáceo Daphnia similis e bactéria marinha 

Vibrio fischeri; 

 Determinar a influência do tratamento (VMT-mag) na taxa 

intrínseca de aumento populacional (r), número total de neonatos e 

tamanho final das fêmeas em Daphnia magna;  

 Avaliar a mortalidade, crescimento e emergência induzida a 

mosquitos Chironomus riparius após a exposição à amostra bruta 

e tratada com vermiculita;  

 Avaliar a mortalidade, locomoção, alimentação e 

regeneração após decapitação de planária Dugesia tigrina à 

amostra bruta e tratada com vermiculita.  
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Coleta das amostras de água produzida de petróleo 

Foram coletadas duas amostras de água produzida de petróleo, 

identificadas como AP1 e AP2. Ambas foram coletadas em reservatórios 

localizados na parte norte da Bacia Potiguar, no Rio Grande do Norte - Brasil, 

conforme Figura 14. Os efluentes sem tratamento (AP1 e AP2), além das cinco 

amostras pós-tratamento (fotocatálise, fotoeletrocatálise, ozonização, 

ozonização fotoeletrocatalítica e vermeculita magnetiza) foram disponibilizadas 

pelo grupo de pesquisa da Profa. Dra. Maria Valnice Boldrin Zanoni do Instituto 

de Química de Araraquara (UNESP).  

 

Figura 14 – Mapa de localização da Bacia Potiguar, Rio Grande do Norte, Brasil. 

 
Fonte: Adaptado de Lana e Carvalho (2002) 

 

As amostras foram coletas do mesmo reservatório, no entanto, em épocas 

diferentes e, por isso, foram aqui denominadas como AP1 e AP2 (Figura 15). A 

AP1 foi coletada em 2016 e a AP2 foi coletada em 2019 
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Figura 15 – Amostras de água produzida de petróleo, AP1 e AP2, sem tratamento 
mantidas resfriadas. 

 
Fonte: Autora.  

 

Devido à quantidade de amostra, bem como estágio de desenvolvimento 

do projeto, foram utilizados testes diferentes com as amostras Figura 16, em 

diferentes laboratórios Figura 17, de acordo com a disponibilidade na época do 

recebimento das amostras. A amostra AP1 foi recebida no início do projeto de 

mestrado e a AP2 foi recebida durante o estágio de pesquisa no exterior.    

 

Figura 16 – Esquema ilustrativo dos testes realizados com cada amostra de água 
produzida (AP1 e AP2), antes e após os diferentes tipos de tratamento.  

 
AP1 = amostra 1 de água produzida; AP2 = amostras 2 de água produzida. 
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Fonte: Autora 

 

Figura 17 – Esquema ilustrativo dos laboratórios onde foram realizados cada um dos 
testes de toxicidade.  

 

EcoHumanTox = Laboratório EcoHumanTox; CETESB = Companhia Ambiental do Estado de 
São Paulo; CESAM = Centre for Environmental and Marine Studies. 

 
Fonte: Autora 

 

3.1.1 Tratamento AP1  

O tratamento da AP1 foi realizado com a aplicação de eletrodos de 

nanotubos de TiO2 em quatro diferentes técnicas (fotocatálise, fotoeletrocatálise, 

ozonização e ozonização fotoeletrocatalítica) em 1L (500 ml de efluente diluído 

em 500 ml de água destilada) por Brito et. al., (2019), conforme a Tabela 5. Após 

os tratamentos, Brito et. al., (2019) avaliaram as propriedades físico-químicas, 

como condutividade (multiparâmetro pHtek CD-8B), turbidez (turbidímetro 

portátil Quimis Q279P), cor (mg de unidades PtCo/L; colorímetro Hanna 

Instruments HI83200), demanda química de oxigênio e conteúdo de carbono 

(carbono orgânico e inorgânico total; modelo Shimadzu TOC-VCPN). 

 

Tabela 5 – Condições empregadas em cada um dos tratamentos oxidativos avançados 
realizados com a amostra 1 de água produzida.  

Técnica Metodologia 

Fotocatálise emprego de luz UV-C de 36 W incidindo sob o 
semicondutor NtTiO2 

Fotoeletrocatálise emprego de luz UV/C de 36 W incidindo sob o 
semicondutor NtTiO2 acoplado a aplicação de potencial 

1,0 V. 

Ozonização  borbulhamento de ozônio ao efluente com fluxo de 

1.25×10
−4 mol min

−1

 

O3 + Fotoeletrocatálise aplicação de luz e potencial de 1,0 V sob o semicondutor 
ao mesmo tempo em que é borbulhado ozônio ao resíduo 

O3 + Fotoeletrocatálise = Ozonização fotoeletrocatalítica. 

Fonte: Adaptado Brito (2019)  
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Para os tratamentos fotocatalíticos e fotoeletrocatalíticos, Brito et al. 

(2019) construíram um elétrodo cilíndrico de matriz de nanotubos TiO2 (TiO2NT), 

com área geométrica de 600 cm2 e abertura lateral para o fluxo da solução, 

conforme pode ser observado na Figura 18A.  

Os tratamentos da AP1 foram realizados em um reator de bolhas anulares 

(ABR) de 63,5 mm e diâmetro com apenas dois eletrodos (Figura 18B), por um 

período de 90 min para os tratamentos de fotocatálise, fotoetrocatálise, 

ozonização de ozonização fotoeletrocatalíca, na proporção de 1:1 (AP1 e água 

destilada) conforme a descrição a seguir. Ao fundo do reator foi inserido um 

borbulhador de vidro sintetizado para injeção de O2 ou O3 funcionando com 1 L 

de AP1. Para os tratamentos envolvendo luz (Tabela X), foi inserida uma 

lâmpada UV-C 36 W (Osram) no centro do reator e ao redor da lâmpada o 

TiO2NT. Além disso, duas varetas de grafite de diâmetro de 1 cm foram utilizadas 

como cátodos, com tensão e polarização de 2,5 V controlada por uma fonte de 

alimentação Tectrol TC 60-02XA1A. O ozônio foi gerado por um ozonizador O3 

R modelo ID-05 (Brasil), no qual a taxa de entrada de ozônio (3,85 × 10−4 mol 

min-1) foi fornecida a uma vazão de O2 de 3 L min-1 monitorada com um medidor 

de vazão Cole-Parmer (0,4-5 L min-1) no qual a quantidade de ozônio produzida 

foi controlada por um analisador de ozônio (Anseros GM-OEM, 254 nm). Por fim, 

os tratamentos que não necessitavam de O3, foi gerado O2 em borbulhamento 

no mesmo fluxo que o O3 para transporte de massa.  
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Figura 18 - Representação esquemática do: (A) ânodo Ti / TiO2NTs com uma abertura 
lateral de 2 cm para o fluxo da solução; (B) o reator de bolhas anulares, com injeção de 
microbolhas através de um difusor de vidro sinterizado. No centro, é possível encontrar 
um eletrodo cilíndrico de Ti/TiO2NT irradiado internamente por uma lâmpada de 36 W 
UV-C e polarizado sob 2,5 V usando uma fonte de alimentação versus duas hastes de 
grafite. 

 

         A           B 

Fonte: Modificado de Brito et. al., (2019) 

 

3.1.2 Tratamento AP2 

O tratamento da AP2 foi realizado empregando a vermiculita magnetizada 

(VMT-mag) obtida por prévio tratamento térmico da vermiculita expandida 

natural e posterior co-precipatação de nanopartículas de magnetita in situ, 

proposto por Bartilotti et al. (2019). O Primeiro tratamento do material proposto 

por Mouzdahir et al (2009)  envolve calcinação do mineral a temperatura de 900 

°C/3 min a 10 °C min-1. Já a sua magnetização envolve a suspensão por 

borbulhamento de gás nitrogênio deste mineral tratado termicamente em balão 

de 100 mL contendo 30 mL de água ultrapura com cloretos de ferro(II) e ferro(III) 

hidratados P.A. diluídos na proporção mineral-cloretos de 1:1 (m/m). Em meio 

inerte, foi adicionado hidróxido de amônio concentrado lentamente por 30 min e 

sistema mantido em suspensão por mais 1h (MASCOLO; PEI; RIN, 2013). Ao 

final, o mineral magentizado foi separado do excesso de nanopartículas de 

magnetita por meio de lavagem com água ultrapura e separação magnética e, 

então, seco a 70°C e armazenado em frasco de vidro dentro de um dessecador 

(BARTILOTTI et al., 2019). 
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O mineral magnetizado foi caracterizado e analisado quanto ao seu 

potencial adsortivo a poluentes da AP2 por Bartilotti et al. (2019) que propôs o 

contato da vermiculita magnetizada com a amostra na proporção 30 mg/mL 

(MYSORE; VIRARAGHAVA, 2005) em agitação mecânica médica por até 30 min 

utilizando separação magnética para obter o sobrenadante. Para a realização 

dos bioensaios, o líquido foi filtrado (filtro 0,45 µm) e, posteriormente 

armazenado, em garrafas de politereftalato de etileno, mantidas a 4ºC 

(BARTILOTTI et al., 2019). 

 

3.2 Salinidade 

 A salinidade das amostras (AP1 e AP2 antes e após os tratamentos foi 

mensurada utilizando o equipamento Sper Scientific 300035 pelo método de 

refração seguindo as recomendações do fabricante. Antes da análise da 

salinidade das amostras, foi feita a calibração do equipamento com água 

desionizada, tendo obtido valores de refração entre 1.3329 e 

1.3331(considerados adequados pelo fabricante). Após a calibração, a analise 

da refração foi realizada empregando 1 ml da amostra a ser analisada. 

 

3.3 Danio rerio 

3.3.1 Manutenção e obtenção dos ovos de Danio rerio 

Todo o protocolo de avaliação de toxicidade previsto neste projeto foi 

aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais da FCFRP, USP (CEUA, 

protocolo número 17.1.937.60.4, emitido em 14 de dezembro de 2017- Anexo 1). 

Machos e fêmeas de zebrafish adultos foram mantidos juntos em água 

reconstituída e padronizada de acordo com as ISO 7346-1 e 7346-2 (ISO, 1996) 

no equipamento ZebTech (Techniplast), à temperatura de 26±1°C, fotoperíodo 

de 14 h claro e 10 h escuro e mantidos com alimentação à base de ração 

comercial e camarão de água salgada.  

Para o acasalamento e aquisição dos ovos, foram colocados dois machos 

e uma fêmea (proporção 2:1) no dia anterior a desova em um sistema reprodutor 

próprio que mantém machos e fêmea separados, conforme pode ser observado 
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na Figura 19. Esse sistema permite a troca de água entre os espaços ocupados 

pelos organismos, sem contato físico, permitindo o contato das fêmeas com os 

feromônios liberados pelos machos durante toda a noite, otimizando o 

acasalamento.  

 
Figura 19 – Aquário de reprodução de peixes da espécie Danio rerio, contendo dois 
machos e uma fêmea. 

 
Fonte: Autora  
 

O acasalamento dos organismos ocorria na manhã seguinte após 

iluminação do aquário, quando a grade de separação entre machos e fêmea era 

retirada. Os organismos eram, então,  mantidos juntos por cerca de 1h e 30 

minutos. O sistema conta ainda com gradeamento na parte inferior do aquário, 

que impede que os adultos se alimentem dos ovos fecundados. Os ovos foram 

coletados 30 minutos após a desova, transferidos para uma placa de Petri e 

lavados com água reconstituída padronizada para posterior separação entre 

aqueles fecundados, que poderiam ser utilizados no ensaio, e não fertilizados 

que foram descartados, com auxílio de microscópio de dissecação (SZM-168, 

Motic). Para os experimentos, foram selecionados ovos que alcançarem o 

estágio de blástula. 

 

3.3.2 Fish Embrio Test  (FET) 

As alterações no desenvolvimento em embriões de zebrafish foram 

avaliadas de acordo com Nagel (2002) e OECD Guideline 239 (OECD, 2013), 

com pequenas modificações.  

Para realização do teste, foi utilizada a amostra AP1 bruta e após  

tratamento por fotocatálise, fotoeletrocatálise, ozonização e  ozonização 
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fotoeletrocatalítica. As amostras burtas e tratadas foram autoclavadas e, 

posteriormente filtradas. Todas as amostras foram testadas nas diluições de 

25%, 12,5%, 7,5%, 5% e 2,5% com água padronizada OECD, contendo cloreto 

de cálcio, sulfato de magnésio, bicarbonato de sódio e cloreto de potássio 

(OECD, 2013). Para realização do FET foram utilizados 3,4-dicloroanilina e água 

padronizada OECD como controle positivo e negativo, repectivamente.  

Foram utilizados 24 ovos fertilizados, distribuídos em placas de cultura  de 

24 poços em triplicata (por diluição de cada amostra mais o controle de placa 

com apenas água OECD) e incubados a 26°C ± 1°C com ciclo de 14h de luz e 

10h de escuro. As avaliações foram iniciadas após 8 horas e, posteriormente, a 

cada 24h até 144horas, com o auxílio de estereomicroscópio (SMZ800, Nikon, 

Japão) acoplado com câmera (LV-TV, Nikon, Japão). A Fígura 20 a seguir ilustra 

esse processo.  

 

 

Figura 20 – Esquema ilustrativo da exposição de zebrafish para a realização do ensaio 
ao Fish Embrio Test (FET). 

 
Fonte: Autora 

 

Foram utilizados os indicadores de letalidade, sub-leatlidade e 

teratogenicidade recomendados por Nagel (2002) e apresentados na Tabela 6. 
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Tabela 6 – Parâmetros avaliados em cada etapa de desenvolvimento dos embriões de 
zebrafih.  

ENDPOINTS 
 Tempo de exposição (hpf) 

8 24 48 72 96 120 144 

   Letalidade 

Coagulação x x x x x x x 

Não desprendimento da cauda  x x x x x x 

Ausência de somitos  x x x x x x 

Ausência de batimentos 
cardíacos 

 
 x x x x x 

   Subletalidade 

Edema cardíaco ou de saco 
vitelínico 

  
 x x x x 

Ausência de pigmentação   x x x x x 

Bexiga natatória não inflada       x 

   Teratogenicidade 

Não eclosão     x x x 

Malformação da cabeça e olhos  x x x x x x 

Crescimento retardado   x x x x x x 

Deformidades esqueléticas    x x x x 

(hpf) = horas pós fertilização 
Fonte: Adaptado de NAGEL, 2002. 

 

A avaliação da letalidade foi calculada através da concentração letal 

média (CL50), por meio da observação da coagulação dos embriões, 

irregularidades na formação dos somitos, problemas na liberação da cauda e 

perda de batimentos cardíacos. A sub-letalidade foi calculada por meio da 

concentração efetiva média (CE50), definida por alterações no saco vitelino, 

defeitos na inflação da bexiga natatória, edemas do pericárdio e saco vitelino, 

deformações esqueléticas e incapacidade de eclosão. Os valores de CL50 e CE50 

dos testes de toxicidade aguda foram calculados com o software Trimmed 

Sperman-Karber (HAMILTON et al, 1977) no qual os valores encontrados foram 

utilizados para caracterizar a toxidade aguda da AP bruta e após o tratamento 

por POAs. 

 

3.4 Vibrio fischeri 

Os testes com a bactéria Vibrio fischeri foram realizadas seguindo a 

norma ABNT NBR 15411-3 (ABNT, 2012) no setor de laboratório de Ribeirão 
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Preto da Companhia de Saneamento Ambiental do Estado de São Paulo 

(CETESB), sob supervisão do gerente Dr. Eduardo Angelino Savazzi.  

O teste consiste na exposição das bactérias antes e após as amostras por 

um período de 5 e 15 minutos, com posterior medição da luminescência emitida 

pela Vibrio fischeri. A diferença da intensidade de luz emitida é comparada com 

o controle, no qual a amostra é substituída pelo diluente (NaCl 2%). Os testes 

foram executados no aparelho Microtox, composto por um luminômetro de 

precisão com unidade integrada de medição e comando e um termobloco de 

temperatura controlada. Os procedimentos de execução do ensaio foram 

determinados pelo software Microtox, tais como a sequência das amostras a ser 

inserida no equipamento, tempo de incubação, leituras e cálculos dos resultados 

(CETESB, 2012).  

Para realização do teste foram utlizadas culturas liofilizadas com 

aproximadamente 108 bactérias à temperatura entre -20 e -25ºC, reconstituídas 

em solução salina. A primeira medição de luz das bactérias foi realizada após 

resuspensão de alíquota contendo 106 células distribuídas em cubetas. Na 

sequência, foram adicionadas às cubetas contendo a suspensão bacteriana, a 

amostra testada e o diluente, utilizado como controle negativo, conforme pode 

ser observado no esquema da Figura 21 (CETESB, 2012). Foram utilizadas duas 

concentrações iniciais, uma de 90% para as amostras AP1, fotocatálise, 

fotoeletrocatálise e ozonização fotoeletrocatalítica. E outra concentração inicial 

de 81,9% para as amostras ozonização, AP2 e AP2 VMT-mag.  

A razão da diferença das concentração iniciais deve-se ao fato que as 

amostras com cenecntração inicial de 90% possuiam salinidade maior que 20g/L 

de NaCl equivalente, e assim não necessitam a adição da solução de ajuste 

osmótico, apenas a adição da solução reagente (ressuspensão de Vibrio 

fischeri), neste caso as amostras partem da concentração de 90% e através de 

diluições 1/1 são utilizadas as concentrações de 45%, 22,5%, 11,25%, 5,62%, 

2,81% e 1,41%. As amostras que partiram da concentração de 81,9% precisaram 

da adição, além da solução reagente, da solução de ajuste osmótico. Desta 

forma suas concentrações analisadas foram de 81,9%, 40,95%, 20,48%, 

10,24%, 5,12%, 2,56% e 1,28% .  
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Figura 21 - Esquema do teste de toxicidade aguda com Vibrio fischeri. 

 

Fonte: Autora 

 

3.5 Daphnia similis 

As Daphnia similis foram mantidas no Setor de Laboratórios de Ribeirão 

Preto da CETESB, onde foram realizados os testes. Os organismos foram 

mantidos a 20 ± 2ºC com intensidade luminosa de 1000 lux sob um fotoperíodo 

de 16: 8 h (claro/escuro) e alimentados diariamente com as algas verdes 

Pseudokirchneriella subcapitata. 

Os testes de toxicidade aguda com Daphnia similis foram realizados 

seguindo as recomendações da norma ABTN NBR 12713, com neonatos obtidos 

por partenogênese a partir da segunda postura, com idade entre 6 e 24h de 

nascimento, oriundos de fêmeas com idade entre 7 e 28 dias  

O teste foi realizado com no mínimo 5 soluções-teste (10 ml) em 4 

réplicas, além do controle negativo, que foi preparado apenas com água de 

diluição, também em triplicata, nas seguintes diluições: AP1 e POAs (0,781%, 

1,562%, 3,125%, 6,25% e 12,5%,) AP2 (0,78%, 1,56%, 3,12%, 4,16%, 5,2%, 

6,25% e 12,5%) e AP2 tratada com VMT-mag (0,78%, 1,56%, 3,25%, 6,25%, 
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8,33%, 10,42% e 12,5%). O oxigênio dissolvido, assim como o pH foi medido no 

início e no fim do ensaio, na menor e na maior concentração das soluções-testes 

além do controle. Foram utilizados 5 neonatos por recipiente-teste, transferidos 

cuidadosamente com auxílio de uma pipeta ou conta-gotas, liberados o mais 

próximo possível da solução de forma a evitar a entrada de ar sob sua carapaça 

e sua possível flutuação. Após a transferência dos organismos para os 

respectivos recipientes-teste, esse foram cobertos e mantidos à temperatura 

ente 18°C e 22°C por 48h em ambiente escuro e sem alimentação. Ao completar 

a exposição de 48h, os números de organismos móveis e imóveis foram 

contados manualmente para o cálculo da CE50 (Figura 22) 

 

Figura 22 – Esquema ilustrativo do teste de toxicidade aguda com Daphnia similis em 
uma diluição. 

 
Fonte: Autora 

 

3.6 Daphnia magna (clone BEAK)  

Daphnia magna (clone Beack) foi cultivada, nas mesmas condições 

descritas por Abe et al. (2019) no laboratório CEASAM da Universidade de 

Aveiro, em água padronizada American Society for Testing and Materials (ASTM) 

enriquecida com extrato orgânico (extrato de alga marinha, fornecido pela 

Glenside Organics Ltd., UK), com fotoperíodo 16:8h (claro/escuro) e temperatura 

de 20 ± 2 C. Os organismos foram mantidos em aquários de 1L em uma 

densidade de 18 a 25 organismos por litro, com alimentação a base de alga 

verde Raphi- docelis subcapitata (3.105 células/mL/organismo), com renovação 

do meio a cada dois dias. Nos bioensaios foram utilizados neonatos (até 24h) da 
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3ª ou 4ª linhagem de adultos cultivados, distribuídos aleatoriamente em 

diferentes tratamentos. 

Os testes de toxicidade crônica de 21 dias com o organismo Daphnia 

magna (Figura 23) foram realizados de acordo com a diretriz OECD n° 211 

(OECD, 2012). Para tanto, foram utilizadas cinco diluições (0,125%, 0,32%, 

0,8%, 2% e 5%) distribuídas em 10 replicas por diluição, contendo um organismo 

com até 24 horas pós-eclosão em 50 ml de amostra de AP2 com e sem 

tratamento mais o controle negativo apenas com água de cultivo (Figura 24). O 

meio e o alimento foram trocados a cada dois dias. Ao longo dos 21 dias de teste, 

monitoramos a mortalidade, o número de neonatos produzidos, o tempo da 

primeira ninhada e o número de ninhadas em cada repetição foram registrados 

para calcular a taxa intrínseca de aumento populacional (r) usando a equação 

de Euler ( LOTKA, 1913) 

 

onde r é a taxa de aumento da população (dia -1), x é a classe de idade em dias 

(0 ... n), lx é a probabilidade de sobreviver até a idade x e mx é a fecundidade na 

idade x. 

 

Figura 23 –Medição da Daphnia magna adulta ao final do teste de 21 dias.  

 
Fonte: Autora 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 

Capítulo 3 – Materiais e métodos 

 

 65 

Figura 24 – Esquema ilustrativo do teste de toxicidade crônica com Daphnia magna. 

 
Fonte: Autora 

 

3.7 Chironomus riparius 

Os mosquitos foram mantidos nas mesmas condições descritas por 

Campos et al. (2017) no laboratório CEASAM da Universidade de Aveiro, 

Portugal, com uma camada de sedimento orgânico e uma de água reconstituída 

(ASTM, 1980), a temperatura de 20 ± 1°C e fotoperíodo de 16 h claro e 8 h 

escuro. A alimentação das larvas ocorreu a cada dois dias, a base de ração de 

Tetramin® macerada, com troca da água uma vez por semana. 

 

3.7.1 Toxicidade aguda (Chironomus riparius) 

Para o teste de toxicidade aguda foram utilizadas 5 réplicas em placas de 

6 poços contendo 10 ml da amostra a ser testada com 5 chironomideos com até 

24 horas pós-eclosão, nas diluições de 1,5625%, 3,125%, 6,25%, 12,5%, 25%, 

50% e 100% tanto da amostra de AP2 com e sem tratamento mais o controle 

negativo contendo apenas água de cultivo. O teste teve duração de 48h sem 

qualquer tipo de alimentação, onde a cada 24h foram avaliados e contabilizados 

o número de organismos mortos. 

 

3.7.2 Toxicidade crônica (Chironomus riparius) 
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Com os organismos Chironomus riparius foram realizados testes de 

mortalidade, crescimento (corpo e cabeça), emergência e peso conforme 

descritos por Campos et al. (2017). O teste de toxicidade crônica de 28 dias foi 

realizado de acordo com a norma OECD 218, com modificações (OECD, 2004). 

Os organismos foram expostos em frascos de vidro com sedimento artificial e 

alimentação a base de ração Tetramin®. As larvas com 48 hpf foram expostas a 

cinco diferentes diluições das amostras de AP bruta e tratada (0,32%, 0,8%, 2%, 

5% e 12,5%), além de um tratamento controle negativo contendo apenas água 

de cultivo. Para o teste foram utilizados 50g (peso seco) de sedimentos artificial, 

contaminado com 150 ml de cada amostra, com 5 larvas cada, reservados por 

24h sem aeração (Figura 25A), a aeração do sistema ocorreu das seguintes 24h 

e até o final do teste (Figura 25B). Temperatura, pH, oxigênio dissolvido e 

condutividade em todos os tratamentos em três repetições escolhidos 

aleatoriamente foram avaliados. 

 

Figura 25 – Teste de toxicidade crônica com Chironomus riparius – (A) Sistema com 
menos de 24h sem aeração. (B) Sistema completo, com aeração. 

 
   A                                        B 
Fonte: Autora 

 

Na avaliação dos efeitos, foram utilizadas 10 réplicas com cinco larvas 

cada. Os organismos foram alimentados em dias alternados com ração 

Tetramin® macerada em solução (0,5 mg por organismo por dia), sob as 

mesmas condições descritas para manutenção dos organismos em laboratório. 

Após 10 dias, os organismos de metade das réplicas (5 réplicas) foram 

removidos e mantidos em etanol 70% para medições larvais (corpo e cabeça) 

com auxílio de um estereomicroscópio de dissecação acoplado com um 
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micrômetro ocular (Figura 26). O restante dos organismos das réplicas (5 

restantes) foi mantido até 28 dias (final do teste). O número de mosquito adultos 

foi registrado diariamente para avaliar a emergência (dividido entre machos e 

fêmeas) e o tempo médio de emergência dos organismos. Os mosquitos 

emergentes foram separados quanto o sexo das diferentes diluições, mantidos 

em etanol 10% para posterior pesagem (Figura 27). O esquema (Figura 28) 

demonstra a montagem do teste crônico para uma diluição. 

 

Figura 26 – Medições das larvas de Chironomus riparius. (A) Cabeça. (B) Corpo. 

 
  A        B 
Fonte: Autora 
 
 
Figura 27 – Chironomus riparius separados para pesagem. (A) Secagem dos 
organismos guardados em etanol. (B) Pesagem individual dos organismos. 

 
  A       B 
Fonte: Autora 
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Figura 28 – Esquema ilustrativo do teste de toxicidade crônica com Chironumos riparius. 

 
Fonte: Autora 

 

3.8 Dugesia tigrina  

As planárias foram mantidas no laboratório CEASAM em recipientes de 

plástico com uma cama de água reconstituída (ASTM, 2004), com fotoperíodo 

sem exposição a luz e temperatura de 20 ± 1°C. A alimentação ocorreu uma vez 

por semana a base de fígado de galinha, com troca da água após a alimentação 

e a cada 2 dias. Para o experimento foram utilizadas planárias com 

aproximadamente 1,0 cm de comprimento (Figura 29), privadas de alimentação 

por uma semana a fim de se evitar falsos positivos em decorrência da ingestão 

do alimento (WU; PERSINGER, 2011) e para padronizar as exposições a 

substância a ser testada (OVIEDO et al., 2008). 
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Figura 29 – Planária Dugesia tigrina com aproximadamente 1 cm, utilizada nos testes 
de toxicidade. 

 
Fonte: Autora 

 

3.8.1 Toxicidade aguda 

Para o teste de toxicidade aguda foram determinadas 7 diluições das 

amostras de AP2 bruta e tratada (1,5625%, 3,125%, 6,25%, 12,5%, 25%, 50% e 

100%), além do controle negativo (ASTM). O teste foi realizado em placas de 6 

poços, com 5 réplicas, contendo 5 planárias por poço com 10 ml da solução a 

ser testada. O teste ocorreu até 96h, sendo que a cada 24h os organismos foram 

avaliados e a possível mortalidade foi registrada. 

 

3.8.2. Parâmetros Comportamentais  

Foram realizados três testes comportamentais, locomoção, alimentação e 

regeneração para as amostras AP2 tratadada e sem tratamento.  

Para os testes de locomoção e alimentação, os organismos foram 

expostos à 5 diferentes diluições sub-letais (0,32%, 0,8%, 2%, 5% e 12,5%) das 

amostras por um período de 9 dias com renovação do meio a cada 3 dias, além 

do controle negativo com meio ASTM. A exposição foi realizada em placas de 6 

poços, contendo 10ml de cada amostra a ser testada. O teste foi realizado com 

10 réplicas, com duas planárias por poço, por diluição. Após a exposição os 

organismos foram separados para medição dos parâmetros de locomoção e 

alimentação (Figura 30). 
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Figura 30 – Esquema ilustrativo a exposição das planárias Dugesia tirgrina para 
avaliação dos parâmetros de locomoção e alimentação. 

 
Fonte: Autora 

 

• Locomoção 

 Após a exposição das planárias, a atividade locomotora foi avaliada de 

acordo com Raffa et al. (2001) e Pagán et al. (2009) com pequenas 

modificações. Cada planária foi transferida para um prato transparente contendo 

50 ml de meio ASTM, sobre uma folha quadriculada contendo espaçamentos de 

0,5 cm (Figura 31). A atividade locomotora de cada organismo foi calculada de 

acordo com o número de linhas de grades cruzadas por um período de 3 min em 

uma sala bem iluminada, após 30 segundos de aclimatação dos organismos. Os 

resultados obtidos foram calculados como o número médio de linhas de grade 

cruzadas por diluição.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 

Capítulo 3 – Materiais e métodos 

 

 71 

Figura 31 – Planária Dugesia tigrina no teste de locomoção sobre prato transparente 
contendo linhas de grades de 0,5 cm 

 
Fonte: Autora 

 

• Inibição Alimentar 

Após a exposição, foram transferidas 10 planárias, de cada diluição 

testada, individualmente para placas de 6 poços contendo 10 ml de meio ASTM 

(1 planária por poço). Em cada poço, foram adicionadas 15 larvas de 

Chironomus riparius (sete dias de idade) (Figura 32) e o número de larvas 

consumidas foi registrado nos períodos de 4h, 12h e 24h. 

 

Figura 32 – Avaliação de inibição alimentar com Planária Dugesia tigrina. (A) 
Chironomus riparius com 7 dias utilizados na alimentação das planárias. (B) Exposição 
individual das planárias com disposição de alimento em placas de 6 poços. 

 
A             B 
Fonte: Autora 

 

3.8.3. Parâmetro de regeneração 

Para o teste de regeneração da cabeça foi necessário decapitar as 

planárias a serem expostas acima da faringe (Figura 33). Os organismos 

decapitados foram expostos as mesmas diluições (AP2 bruta e tratada)  

descritas anteriormente para os parâmetros de locomoção e alimentação sob as 
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mesmas condições laboratoriais, além de um controle negativo contendo apenas 

meio ASTM.  

 

Figura 33 –Planária Dugesia tigrina decapitada acima da faringe para avaliação do 
crescimento da cabeça e regeneração dos fotorreceptores e aurículas. 

 
Fonte: Autora 
 

Os organismos foram expostos em 10 replicas (contendo uma planária 

decapitada em cada) em placas de 6 poços contendo 10 ml de cada diluição, por 

um período de 9 dias, com troca da solução a cada 48h. A cada 24h, os 

organismos de cada uma das diluições foram avaliados quanto ao processo de 

regeneração cefálica, até a formação de fotorreceptores e das aurículas, com o 

auxílio de microscópio estéreo Zeiss (LED KL 300), conforme Figura 34.  

 

Figura 34 – Esquema representativo do teste de regeneração da planária Dugesia 
tigrina. 

 
Fonte: Autora 

 

3.9 Análise estatística 

O software GraphPad Prism 5.01 (GraphPad Software, San Diego, 

Califórnia, EUA) foi usado para análises estatísticas. Após a verificação da 
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normalidade e homogeneidade (teste de Kolmogorov-Smirnov e testes de 

Barlett, respectivamente), foi realizada análise de variância one-way (ANOVA) e 

aplicado o teste de Dunnett para verificar diferenças significativas entre os 

tratamentos e controles. No caso de falha na normalidade e/ou teste de 

homocedasticidade, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis. A menor 

concentração de efeito observado foi determinada quando diferenças 

significativas foram encontradas. Todas as análises estatísticas foram realizadas 

com nível de significância de 0,05. 
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. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

4.1 Estrutura 

 Os resultados bem como a discussão foram agrupados por amostra e, 

desta forma, este item está subdividido em AP1 e AP2.  

 

4.2 Amostra de água produzida de petróleo n. 1 (AP1)  

4.2.1 Tratamento com POAs 

De acordo com Brito et al., (2019), a avaliação da redução de cor do 

efluente sem tratamento (AP1), mostra que todos os tramentos foram eficientes, 

na seguinte ordem: ozonização fotoeletrocatalítica > ozonização > 

fotoeletrocatálise > fotocatálise. O tratamento combinado (fotoeletrocatálise e 

ozonização) foi o que melhor reduziu a cor da AP1, com uma porcentagem de 

remoção de 97% após duas horas de tratamento. 

 A tubidez da AP1 também descresceu de forma drástica com os 

tratamentos, tendo sido obsevada uma eficiência de mais de 90%, sendo que a 

ozonização e ozonização fotoeletrocatalítica apresentaram melhores resultados 

(BRITO et al., 2019). Sendo esse um comportamento já observado em outros 

estudos após a aplicação de O3 em efluentes, mostratando que o tratamento por 

O3 apresenta alta capacidade de reduzir cor e turbidez de soluções residuais 

(BESSEGATO et al., 2016; CARDOSO et al., 2016).  

 Já em relação à condutividade, os tratamentos por fotocatálise, 

fotoeletrocatálise e ozonização apresentaram  resultados similares de redução, 

com porcentagem em torno de 38%, sendo o tratamento combiando 

(fotoeletrocatálise e ozonização) o mais eficaz (BRITO et al., 2019). 

Todos os tratamentos foram capazes de reduzir a demanda química de 

oxigênio (DQO), sendo que ozonização fotoeletrocatalítica foi a quem melhor 

apresentou resultados, com uma redução que atingiu 73% (BRITO et al., 2019).  

A fotoeletrocatálise apresentou resultados superiores de redução de 

carbono orgânico, total e inorgânico quando comparada a técnica de fotocatálise 

ao tratamento da AP1.  

 A técnida de ozonização fotoeletrocatalítica foi a que melhor apresentou 

resultados na redução da concentração tanto de cloreto quanto de fluoreto, 

atingido remoção de 35% e 96% respectiviamente (BRITO et al., 2019).  
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 Através da técnica de  cromatografia gasosa acoplada a espectrômetro 

de massas (GC-MS), Brito et al., (2019) identificaram 12 compostos orgânicos 

na AP1 antes dos tratamentos, conforme observado na Tabela 7. Os compostos 

identificados como eucaliptol, 1,7,7-trimetil-1-biciclo [2,2,1] heptan-2-ona, 

terpineol, 4-(1,1-dimetiletil), ciclohexano, acetato de isobornila, dietilftalato e 

ácido octadecanóico (ácido esteárico), foram degradados a níveis não mais 

identificáveis em todas as técnicas empregadas após 2h de tratamento. 

Entretanto, o composto ácido octadec-9-enóico (oleína) foi apenas degradado 

após aplicação das ténicas de fotoeletrocatálise e de ozonização 

fotoeletrocatalítica. Os compostos benzaldeído, álcool benzílico, octadecano e 

ácido hexadecanóico tiveram reduções na abundância do íon molecular, com 

maior eficiência para o tratamento de fotoeletrocatálise para o álcool benzílico, 

octadecano e o ácido hexadecanóico, enquanto o benzezldeído foi melhor 

degradado pela ozonização fotoeletrocatalítica (BRITO et al., 2019). 

Tabela 7 - Compostos orgânicos com as suas respectivas abundâncias do íon molecular 
obtidos para a água produzida 1 (AP1) antes e após os tratamentos com as técnicas 
fotocatálise (FC), fotoeletrocatálise (FEC), ozonização (O3) e ozonização 

fotoeletrocatalítica (FEC+O3).  

Composto 
Íon 

molec. 

Íon molecular 

AP1 FC O3 FEC FEC + O3 

Benzaldeído  m/z 105  10653.81  5437.11  6193.25  8701.01  3012.8  

Eucaliptol  m/z 108.1  133085.67  N/A  N/A  N/A  N/A  

Álcool 
Benzílico  

m/z 79.1  113631.53  48126.62  32162.94  21666.34  36281.0  

1,7,7-trimetil- 
1-biciclo 
[2,2,1]heptan 
2-ona  

m/z 95.1  207541.47  N/A  N/A  N/A  N/A  

Terpineol  m/z 93.1  15313.49  N/A  N/A  N/A  N/A  

4-(1,1- 
dimetiletil) 
ciclohexano  

m/z 98.1  1483302.25  N/A  N/A  N/A  N/A  

Acetato de 
isobornila  

m/z 93.1  51842.73  N/A  N/A  N/A  N/A  

Dietilftalato  m/z 149  27604.6  N/A  N/A  N/A  N/A  

Octa-decano  m/z 57.1  26573.66  2037.0  4676.76  2170.51  9779.5  

Ácido hexa- 
decanóico  

m/z 73.1  22211.37  2457.81  5958.81  1064.96  15420.53  

Ácido octadec-
9- enóico 
(oleína)  

m/z 55.1  8661.37  1250.0  2146.7  N/A  N/A  

Ácido 
octadeca- 
nóico (ácido 
esteárico)  

m/z 73.1  4894.41  N/A  N/A  N/A  N/A  

N/A = não avaliado. 
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Fonte: Adaptado de Brito (2019) 

 

4.2.2 Danio rerio 

A salinidade da AP1 sem tratamento foi de 44 g/L enquanto dos 

tratamentos de fotocatálise, fotoeletrocatálise, ozonização e ozonização 

fotoeletrocatalítica foi de, respectivamente, 46, 42, 45 e 49 g/L. Considerando 

que as amostras foram diluidas para a realização dos testes em organismos 

aquáticos, sendo a maior concentração de 25%, a salinidade final das amostras 

variou entre 10,5 a 12,25 g/L. Portanto, não induzindo toxicidade aos organismos 

relacionada a osmolaridade (VENÂNCIO et al., 2020).  

A amostra AP1, antes e após os tratamentos (fotocatálise, 

fotoeletrocatálise, ozonização e ozonização fotoeletrocatalítica), induziu a 

diferentes efeitos nos estágios iniciais de desenvolvimento de zebrafish, porém, 

diferentes intensidades, como apresentado na Tabela 8. Todos os efeitos citados 

na Tabela 6 (item 3.2.2) foram avaliados, no entanto, os efeitos observados após 

a exposição foram letalidade, falha na eclosão, malformações esqueléticas e não 

inflação da bexiga natatória, conforme ilustrado nas Figuras 35 a 38.  

 
Tabela 8 - Efeitos observados após a exposição de embriões de zebrafish a diferentes 
diluições da amostra gerada após o tratamento de água de petróleo por fotocatálise, 
fotoeletrocatálise, ozonização e fotoeletrocatálise + ozonização. Os resultados são 
expressos em média ± desvio padrão. 

ÁGUA PRODUZIDA 1 

 
Diluição 

(%) 

Efeito Observado 

Mortalidade 
(%) 

Escoliose 
(%) 

Não inflação da 
bexiga natatória 

(%) 

Falha na 
eclosão 

(%) 

25,0 100 0 0 0 
12,5 25,0 (± 15) 29,44 (±14,6) 100  77,21 (±12,9) 
7,5 1,7 (± 2.9) 0 6,92 (±8,1) 11,66 (±20,2) 
5,0 1,7 (± 2.9) 0 0 1,66 (±2,9) 
2,5 0 1,66 (± 2,88) 0 1,66 (±2,9) 

Tratamento com fotocatálise 

25 100 0 0 0 
12,5 35(± 30,4) 7,5 (± 8,44) 100 (± 0) 6,00 (5,88) * 
7,5 0 0 0 0 
5 1,7 (± 2,9) 0 0 0 
2,5 0   0 0 0 

Tratamento com fotoeltrocatálise 

25 100 0 0 0 
12,5 43,3 (± 34,0) 49,7 (± 29,37) 100 (± 0) 61,97 (± 27,87) 
7,5 0 0 6,66 (11,54) 0 
5 1.7 (± 2,9) 0 0 0 
2,5 6.7 (± 7,6) 0 3,33 (5,77) 1,66 (2,88) 
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Tratamento com O3  

25 100 0 0 0 
12,5 23,3 (± 17,6) 50,26 (± 

30,78) 
97,77 (± 3,85) 50,99 (± 21,63) 

7,5 6,7 (± 11,5) 5 (± 8,66) 3,33 (± 2,88) 1,66 (± 2,88) 
5 1,7 (± 2,9) 0 0 0 
2,5 0 0 1,66 (± 2,88) 0 

Tratamento com fotoeletrocatálise + O3 

25 100 0 0 0 
12,5 16,7 (± 14,4) 1,66 (± 2,88) * 100 (± 0) 75,55 (± 31,5) 
7,5 0 0 0 0 
5 3,3 (± 5,8) 0 0 0 
2,5 0 0 0 0 

(*) = diferença significativa entre amostra bruta (p≤0,05) 
Fonte: Autora.  

 

Figura 35 – Avaliação da letalidade de Danio rerio expostos à amostra de água 
produzidade de petróleo. (A) Ovo coagulado observado após 24 hpf de exposição de 
embriões de Zebrafish à água de petróleo tratada por fotocatálise (diluição a 25%). (B) 
Organismo morto após 144 hpf, exposto a água de petróleo após o tratamento 
combinado de O3 + fotoeletrocatálise de 12,5%. 

       
             A                              B 
(hpf) = horas pós fertilização 
Fonte: Autora 
 
Figura 36 – Embrião de zebrafish com falha na eclosão. (A) Organismo com 96 hpf 
exposto à AP1 diluída a 12,5%. (B) Organismo com 96 hpf exposto à AP tratada com 
O3 (diluição de 12,5%) com dificuldade de eclosão. 

        
                  A                  B 
(hpf) = horas pós fertilização 
Fonte: Autora 
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Figura 37 – Larva de zebrafish com 144 hpf, exposto a água produzida de petróleo 
bruta, diluída a 12,5%, com malformação esquelética (escoliose) 

 
(hpf) = horas pós fertilização 
Fonte: Autora. 
 
 
Figura 38 - Larva de zebrafish com 144 hpf exposto à água produzida de petróleo 
tratada por fotoeletrocatálise, diluída a 12,5%, com falha na inflação da bexiga natatória.  

 
(hpf) = horas pós fertilização 
Fonte: Autora. 

 

A Tabela 8 mostra uma comparação entre a toxicidade da amostra bruta 

(AP1) e após seus diferentes tratamentos. Nossos resultados mostram que todas 

as amostras diluídas a 25%, tanto bruta quando após os diferentes tratamentos, 

induziram a morte de todos os organismos expostos. Assim como Carlsson et al. 

(2014), em seu estudo com AP bruta de plataformas de produção de óleo e 

gás/condensado do Mar do Norte da Noruega, também observaram toxicidade 

aguda relevante nas amostras pouco diluídas. Os autores avaliaram a 

embriotoxicidade induzida pelas frações solúveis em água e de partículas/óleo 

dos efluentes de AP de várias plataformas da região, detectando efeitos como 

alterações no movimento, pigmentação, frequência cardíaca, tempo de eclosão, 

além de malformações embrionárias em zebrafish (CARLSSON et al.,2014). 
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As amostras tratadas pelos diferentes POAs nas maiores diluições (2,5%, 

5% e 7,5%) não induziram a toxicidade aguda relevante. Alguns organismos 

desenvolveram efeitos letais e subletais após a exposição às amostras mais 

diluídas, porém não foram significativos em relação ao controle. Assim, para 

comparar a eficiência dos tratamentos, utilizamos a diluição de 12,5%.  

Considerando as amostras diluídas a 12,5%, observamos que nenhum 

dos tratamentos reduziu de forma significativa (p≤0,05) a mortalidade dos 

organismos quando comparados a AP1 (Figura 39), mostrando que mesmo após 

os tratamentos, ainda existem compostos em concentrações capazes de levar à 

letalidade a uma parcela dos organismos expostos.  

 

Figura 39 – Mortalidade observada após a exposição de embriões de zebrafish à 
amoastras tratadas por processos oxidativos avançados (POAs) em relação a amostra 
bruta, em diluições de 12,5%. 

 
(*) = diferença significativa entre o controle negativo (p≤0,05); Cont = controle negativo; AP1 = 
água produzida 1; Fotocat = fotocatálise; Fotoeletro = foteletrocatálise; O3 = ozonização; O3 + 
Fotoeletro = ozonização fotoeletrocatalítica. 

Fonte: Autora.  

 

Todas as amostras diluídas a 12,5% induziram efeitos subletais com 

intensidade menor ou maior quando comparadas à AP1. Com relação as 

deformidades esqueléticas, observamos que o tratamento combinado de 

fotoeletrocatálise e ozonização foi o mais eficaz na redução da indução à 

escoliose em comparação com a AP1, com redução de mais de 90% nos casos 

de escoliose. Entretanto, os demais tratamentos não interferiram neste efeito 

(Figura 40).   
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Figura 40 – Taxa de deformidades esqueléticas (escoliose) detectadas nos organismos 
expostos (Danio rerio) em relação aos tratamentos por processos oxidativos avançados 
(POAs) e a amostra de água produzida 1 sem tratamento, em diluições de 12,5%. 

 

(*) = diferença significativa entre o controle negativo (p≤0,05); (**) = diferença significativa entre 
amostra bruta (p≤0,05); Cont = controle negativo; AP1 = água produzida 1; Fotocat = fotocatálise; 
Fotoeletro = foteletrocatálise; O3 = ozonização; O3 + Fotoeletro = ozonização fotoeletrocatalítica. 

Fonte: Autora.  

 

O esqueleto axial, também conhecido como coluna vertebral, é a príncipal 

estrutura óssea dos peixes, portanto desempenha papel fundamental para o 

desenvolvimento saúdavel do organismo (LEPREVOST; SIRE, 2014). Essa 

estrutura é dividida dorsalmente e vertebralemnte em espinhas neurais e hemais 

(MOREIRA et al, 2001). As deformidades esqueléticas em teleósteos podem 

ocorrer devido a diversos fatores, tais como genética dos animais e alimentação 

e a qualidade da água (LEPREVOST; SIRE, 2014), como obsevado neste 

trabalho, tendo impacto na sobrevivência do organismo assim como na captura 

de presas e fuga de predadores.  

Várias deformidades esqueléticas em embriões de zebrafish também 

foram detectadas no trabalho realizado por Zhou et al., (2009). Os autores 

estudaram o inseticida Cartap [S,S′-(2-dimetilamino trimetilen) bis 

(thiocarbamate)] e observaram notocorda ondulada, tronco em curva, defeito de 

somito e menor eixo do tronco, além de outros efeitos como saco vitelínico maior 

do que o normal  e menor pigmentação de melanina em comparação com os 

controles. Outras amostras ambientais contaminandas também induzem a 

alterações esqueléticas em embriões de zebrafish, tais como o toxafeno 

(pesticida) (PEREZ-RODRIGUEZ et al.,2020); ésteres prioritários de ácido ftálico 

(PU et al., 2020); cádmio (Cd) (KIM et al., 2018);fungicidas comerciais de 
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benzamida (ZHANG et al., 2020), Dieldrin (pesticida lipofílico) (SARTY; COWIE; 

MARTYNIUK, 2017) e; varfarina (medicamento anticoagulante e rodenticida) 

(GRANADEIRO et al., 2019). 

De acordo com Nagel (2002), os ovos de zebrafish devem eclodir em até 

96hpf. Como podemos observar na Tabela 8, a AP1 e após os diferentes 

tratamentos induziram a falha na eclosão dos organismos no período de 96 hpf. 

No entanto, o tratamento por fotocatálise foi capaz de reduzir em 90% este efeito, 

na diluição de 12,5%, como pode ser observado na Figura 41. Os demais 

tratamentos (12,5%), embora não tenham reduzido a falha de eclosão, não 

ocasionaram efeitos nas menores diluições, como o ocorrido na AP1, o que 

demonstra uma redução desse efeito, ainda que não tão pronunciada.  

 

Figura 41 – Taxa de falha de eclosão nos organismos expostos (Danio rerio) em relação 
aos tratamentos por processos oxidativos avançados (POAs) e a amostra de água 
produzida 1 sem tratamento, em diluições de 12,5%. 

 
(*) = diferença significativa entre o controle negativo (p≤0,05); (**) = diferença significativa entre 
amostra bruta (p≤0,05); Cont = controle negativo; AP1 = água produzida 1; Fotocat = fotocatálise; 
Fotoeletro = foteletrocatálise; O3 = ozonização; O3 + Fotoeletro = ozonização fotoeletrocatalítica 

Fonte: Autora.  
 

Além do trabalho de  Carlsson et al. (2014) que avaliou a AP bruta em 

embriões de zebrafish, outros trabalhos também relatam a eclosão tardia em 

peixes expostos a sedimentos e efluentes industrias, contendo compostos 

químicos como praguicidas, alquilfenóis e hidrocarbonetos aromáticos 

policíclicos (GORMLEY, TEATHER, 2003; HALLARE et al., 2005; HORNG, 

COLS. 2010; NAKAYAMA et al., 2005; PANTER et al., 2006; TODD, VAN 

LEEUWEN, 2002; ZHA, WANG, 2006). O modo de ação para o atraso e/ou falha 

na eclosão é raramente relatado, porém Carls e Thedinga (2010) sugerem que 
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esse efeito ocorra devido a um atraso no desenvolvimento embrionário, o que 

leva a um tempo de eclosão maior do que ocorreria naturalmente. O movimento 

espontâneo é o primeiro movimento ocorrido durante o crescimento do embrião 

de zebrafish, origina-se da medula espinhal e é desencadeado pelo 

desenvolvimento de motoneurônios que estimulam os músculos (SAINT-

AMANT;  DRAPEAU, 1998; BRUSTEIN et al., 2003). Como o movimento nunca 

param por completamente a eclosão é considerada como uma causa eventual 

(KIMMEL et al., 1974). Portanto, a diminuição de movimentação espontânea é a 

principal causa do atraso ou falha da eclosão (XIA; ZHENG; ZHOU, 2017). O 

movimento espontâneo e a locomoção do embrião de zebrafish são reflexos de 

sua atividade neuronal. A diminuição da movimentação espontânea já foi 

relatada anteriormente, sugerindo algum tipo de neurotoxicidade (WANG et al., 

2013; LU et al., 2014; IRONS et al., 2013; CHEN et al., 2012). A falha na eclosão 

tem como consequência a morte, pois o organismo não teria alimento suficiente 

dentro do córion para manter a vida, necessitando da busca ativa pelo alimento 

que estaria impedida pela não eclosão. Neste trabalho, observamos a morte de 

um organismo ao final de 144 hpf. 

O zebrafish é considerado um peixe predador, potanto sua alimentação 

requer boa natação ativa para detecção de presas e coordenação corporal para 

caçar rotíferos. Durante o primeiro dia de desenvolvimento (24 hpf), o movimento 

do corpo do embrião já é evidente, devido às frequentes contrações ocorridas 

dentro do córion, porém o nado livre só ocorre após as 144 hpf, com a inflação 

da bexiga natatória. Antes desse período o zebrafish passa a maior parte do 

tempo inativo, deitado de lado. Ou seja, a flutuabilidade na água propiciada pela 

bexiga natatória só é atingida após a sua inflação que deve ocorrer entre 96 a 

144 hpf (STRAHALE et al., 2012). Assim, a bexiga natatória somente foi avaliada 

após 144 hpf.  

A falha na inflação da bexiga natatória, foi observada mesmo após todos 

os tratamentos (Figura 42). Nenhum dos tratamentos apresentaram diferença 

significativa (p≤0,05) quando comparada a AP1. Entretanto, a falha na inflação 

da bexiga natatória na AP1 já foi detectada na diluição de 7,5% (Tabela 8), o que 

não foi obervado no tratamento nos tratamentos de fotocatálise, ozonização e o 

tratamento combiando de ozonização e fotoeletrocatálise. O mesmo ocorreu no 

trabalho publicado por Li et al. (2011), que constatou a falha na inflação da 
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bexiga natatória em embriões de zebrafish expostos ao retardante de chamas 

heterocíclico bromado tris (2, 3-dibromopropil) isocianurato.  

 

Figura 42 – Comparação da falha na inflação da bexiga natatória nas larvas de 
Zebrafish expostos ) em relação aos tratamentos por processos oxidativos avançados 
(POAs) e a amostra de água produzida 1 sem tratamento, em diluições de 12,5%. 

 
(*) = diferença significativa entre o controle negativo (p≤0,05); Cont = controle negativo; Fotocat 
= fotocatálise; Fotoeletro = foteletrocatálise; O3 = ozonização; O3 + Fotoeletro = ozonização 
fotoeletrocatalítica. 

Fonte: Autora.  

 

O fato de ter ocorrido a falha na inflação na bexiga natatória tanto na 

amostra AP1 como após os tratamentos pode interferir na sobrevivência do 

organismo, pois afetaria negativamente seu potencial de natação e predação, 

tornando desta forma o peixe mais suscetível a predação, bem como inapto a 

obter seu próprio alimento, comprometendo desta forma sua funcionalidade. 

Após a realização do teste FET foi calculado os valores de CL50 e CE50 

para os efeitos ocorridos nos embriões de zebrafish, conforme Tabela 9.  Como 

pode ser verificado, os valores de CL50 não diferiram muito em relação à amostra 

bruta e após os tratamentos, variando entre 13,54% a 15,72%. Estes dados 

somados aos outros valores de CE50 mostram que os tratamentos por processos 

oxidativos avançados não surtiram efeito em relação a espécie Danio rerio.  
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Tabela 9 – Valores correspondentes a CL50 e CE50 para os efeitos induzidos em 
embriões de zebrafish expostos às amostras de água produzida (AP) bruta e após os 
tratamentos por processos oxidativos avançados.  

Amostra 
PARÂMETRO AVALIADO 

(CL50) Mortalidade 
(CE50) Não inflamento 

da bexiga natatória 
(CE50) 

Falha Eclosão 

AP1  
14,95%  

(13,92 - 16,06) 
10,37%  

(19,61 – 10.96) 
11,59 % 

 (10,23-13,12) 

Fotocatálise 
14,32%  

(13,29 - 15,42) 11,11% (*) - 

Fotoeletrocatálise 
13,54%  

(12,48 - 14,68) 
11,67%  

(10,42 – 13,08) - 

O3 
14,76%  

(13,70 – 15,09) 
10,46%  

(9,92 – 11,03) - 
O3 + 
Fotoeletrocatálise 

15,72%  
(14,77 – 16,74) 

10,19%  
(*) 

11,48%  
(*) 

Fonte: Autora.  
 

Os dados relativos à toxicidade induzida em Zebrafish pela amostra de 

AP1 antes e após tratamento foram publicados no periódico abaixo:  

BRITO, J.F.; BESSEGATO, G.G.; SOUZA, P.R.F.T.; VIANA, T.S.; OLIVEIRA, 

D.P.; MARTÍNEZ-HUITLE, C.A.; ZANONI, M.V.B.Combination of 

Photoelectrocatalysis and Ozonation as a Good Strategy for Organics Oxidation 

and Decreased Toxicity in Oil-ProducedWater. Journal of The Electrochemical 

Society, v. 166, p. H3231-H3238, 2019.  

 

4.2.3 Vibrio Fischeri 

O teste de toxicidade com a bactéria Vibrio fischeri mostrou uma redução 

da toxicidade nos tratamentos por fotocatálise, fotoeletrocatálise e ozonização 

fotoeletrocatalíca (Figura 43B, C, E) quando comparado a amostra AP1 (Figura 

43A) que foi tóxica à bactéria. Entretanto, o tratamento apenas por ozonização 

não reduziu o efeito (Figura 43D), mantendo a toxicidade da amostra.  
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Figura 43 – Inibição de luminescência observada nas bactérias Vibrio fischeri expostas 
a diferentes concentrações da (A) água produzida 1 (AP1) e após o tratamento por: (B) 
fotocatálise; (C) fotoeletrocatálise; (D) ozonização; e (E) ozonização fotoeletrocatalítica. 

 
            A 

 
B                   C  

 
 
D                   E  
(*) = diferença significativa entre o controle negativo (p≤0,05); Cont = controle negativo;. 

Fonte: Autora. 
 

Como pode ser observado na Figura 43, parece ter ocorrido uma resposta 

estimulatória compensatória ao estresse relacionado à exposição da bactéria 

Vibrio fischeri aos tratamentos e a AP1, e não uma resposta benéfica ao 
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organismo nas amostras mais diluidas. Essa resposta não é observada com o 

aumento da dose (amostras mais concentradas).  

 

4.2.4 Daphnia smilis 

O teste de toxicidade aguda com Daphnia similis foi realizado com a 

amostra AP1 bruta e após todos os tratamentos (fotocatálise, fotoeletrocatálise, 

ozonização e ozonização fotoeletrocatalítica), além do controle negativo nas 

diluições de 0,781%, 1,562%, 3,125%, 6,25% e 12,5%. A Tabela 10 mostra a 

mortalidade dos organismos após exposição a diferentes diluições testadas. 

Apenas as duas menores diluições (6,25% e 12,5%) apresentaram toxicidade 

relevante em comparação ao controle negativo nos tratamentos de fotocatálise, 

ozonização e ozonização fotoeletrocatalítca, como pode ser observado na Figura 

44B, D e E, enquanto o tratamento de fotoeletrocatálise (Figura 44C) ainda 

apresentou toxicidade, mas apenas na diluição de 12,5%. Esses resultados 

revelam redução da toxicidade da amostra de AP1 (que foi tóxica nas diluições 

de 6,25% e 12,5%, Figura 44A) após o tratamento de fotoeletrocatálise.  

 

Tabela 10 – Número total de neonatos (Daphnia similis) imóveis após exposição a 
diferentes diluições da amostra de água produzida de petróleo com e sem tratramentos 

Diluição 
Número total de organismos imóveis 

AP1 Fotocat Fotoeletro O3 O3 + Fotoel 

Controle 0 0 0 0 0 
0,78% 0 0 0 1 0 
1,562% 0 0 0 1 0 
3,125% 1 0 1 1 0 
6,25% 16 14 16 24 19 
12,5% 60 60 60 60 60 

Fonte: Autora. 
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Figura 44 – Gráfico de comparação da porcentagem de mortalidade da Daphnia similis 
em relação ao controle negativo. (A) Água produzida AP1 sem tratamento. (B) AP1 
tratada por fotocatálise. (C) AP1 tratada por fotoeletrocatálise. (D) AP1 tratada por 
ozonização. (E) AP1 tratada por ozonização fotoeletrocatalítica 

 
A 

 
B                   C  

 
D                   E  
(*) = diferença significativa entre o controle negativo (p≤0,05); Cont = controle negativo; AP1 = 
água produzida 1. 

Fonte: Autora.  

 

Como pode ser observado na Tabela 11 o tratamento de fotoeletrocatálise 

possui maior valor de CL50 quando comparado aos outros tratamentos, o que 

mostra uma clara redução da toxicidade da AP1 após essa forma de tratamento. 
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Tabela 11 – Valores correspondentes a CL50 induzidos em Daphnia similis no teste de 
toxicidade aguda. 
 

AP1 Fotocatálise Fotoeletrocatálise O3 
O3+ 

Fotoeletrocatalise 

CL50 7,286 7,558 8,34 6,625 7,105 

intervalo 
de 
confiança 

(8,45 - 

6,35) 
(8,47 - 6,74) (9,08 – 7,66) 

(8,75 - 

6,33) 
(8,19 - 6,16) 

CL50 = Concentração letal média; O3 = ozonizção; AP1 = água de petróleo 1 
Fonte: Autora. 

 

Os estágios iniciais da vida de organismos aquáticos tem mecanismos 

reduzidos para a proteção a substâncias tóxicas, neonatos de daphanias como 

usados em nesse estudo, possuem níveis mais baixos de transcrição de genes 

de reparos de DNA, portanto são mais suscetíveis que os adultos a substâncias, 

como por exemplo aquelas que são genotóxicas (DAVID et al., 2011; BLEWETT 

et al., 2017a). A mortalidade aguda de organismos expostos a amostras de água 

produzida de petróleo é geralmente atribuída à presença de hidrocarbonetos 

policíclicos aromáticos (HPAs) (NEFF et al., 2000; DÓREA et al., 2007; 

FAKHRU’L-RAZI et al., 2009; ALSALKA KARABET; HASHEM, 2011; NEFF et 

al., 2011; BUTKOVSKYI et al., 2017; SCHMEICHEL, 2017; HE et al., 2017; 

JIMÉNEZ et al., 2018). Um dos mecanismos que levam a morte em decorrência 

da exposição aos sais e HAP é a geração de estresse oxidativo, em decorrência 

da geração de espécies reativas de oxigênio, que interferem nos sistemas de 

defesa antioxidante em organismos aquáticos (FELDMANNOVA et al., 2006, 

BLEWETT; WOOD, 2015). O aumento de radicais livres somados a um sistema 

de defesa sensibilizado exacerba o estresse oxidativo (BLEWETT et al., 2017a). 

Além disso os HAPs diminuem níveis de glutationa, biomolécula essencial na 

redução de estresse oxidativo em daphnias (FELDMANNOVA et al., 2006). 

Blewett et al., 2018 observou imobilidade de Daphnia magna expostas a 

concentrações inferiores a concentração letal mediana em testes com água 

produzida por fraturamento hidráulico (APFH). A imobilidade dos organismos 

expostos é um indicador ecológico sensível de efeitos ambientais adversos 

associados a exposição a misturas complexas como APFH ou AP, decorrente 

principalmente de surfactantes à base de água, que diminuem a tensão 

superficial da água, e de hidrocarbonetos flutuantes que aderem aos organismos 

e rompem a superfície da água e impedem sua re-submersão. Este efeito de 
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imobilidade, assim como o observado em nosso estudo, impacta diretamente na 

sobrevivência dos organismos, pois os organismos ficam impossibilitados de 

retornar a coluna de água, o que prejudica sua alimentação e a capacidade de 

troca de carapaça, o que impede a sua reprodução. Segundo Delompré et al. 

(2019) a exposição a APFH interfere também no comportamento fotocatalítico 

de D. magna, levando a um aumento dose dependente na velocidade de 

aparecimento de dafídeos na zona iluminada, ou seja, uma resposta rápida à 

fototaxia positiva. Efeito esse que pode influenciar nos processos de predação e 

alimentação da espécie.   

  

 

4.3 Amostra de água produzida de petróleo n. 2 (AP2) 

 4.3.1 Tratamento com Vermiculita magnetizada  

A salinidade da AP2 foi de 5 g/l enquanto após o tratamento com VMT-

mag o valor foi de 6 g/l. Como já citado anteriormente, a saliniade após a diluição 

das amostras não é suficiente para promover toxicidade adicional aos 

organismos.  

Conforme já citado, o tratamento com vermiculita, bem como as análises 

químicas referente à composição da amostra de AP2 foram realizadas pelo 

Instituto de Química de Araraquara, em parceria com o grupo da profa. Maria 

Valnice Boldrin Zanoni. Os dados relativos à composição da amostra antes e 

após o tratametno, bem como os dados de toxicidade com Daphnia similis que 

serão apresentados a seguir, foram publicados no artigo: 

BARTILOTTI, M.; VIANA, T.S.; OLIVEIRA, D.P.; SANTOS, E.V.; ROJAS-

MANTILLA, H.D.; SANTOS, M.C.; ZANONI, M.V.B. Assessment of the improved 

performance of magnetite-modified vermiculite in the reduction of BTEX and 

metals, as well as toxicity in petroleum-produced water. Journal of Water Process 

EngineeringI, v. 39, 2021.  

A amostra AP2 foi analisada por Cromatografia à gás, acoplada à 

espectrometria de massas (BARTILOTTI et al., 2021) e, os compostos 

identificados estão apresentados na Tabela 12.  
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Tabela 12 - Lista das substâncias encontradas na água produzida 2 (AP2) por 

Cromatografia à gás, acoplada à espectrometria de massas.  

Tempo de retenção 
(min) 

Massa Molecular 
(Da) 

Nome IUPAC e estrutura 
Química 

2,75 78 Benzeno 

 
 

3,73 118 1,1-Dietóxietano 

 
 

4,15 92 Metilbenzeno (Tolueno) 

 
 

5,13 102 2-Metil-tiolano 

 
 

5,25 106 Etilbenzeno 

 
 

5,30 106 1,3-Dimetilbenzeno 
(m-Xileno)  

 1,4-Dimetilbenzeno 
 (p-Xileno) 

 
 

5,47 e 5,50 116 (2R,5R)-2,5-Dimetil-tiolano  
(2R,5S)-2,5-Dimetil-tiolano 

 
 

5,56 

 

106 1,2-Dimetilbenzeno (o-Xileno) 

 
Fonte: Adaptado de Bartilotti et al. (2021). 
 

Após o tratamento, foi observada diminuição da área dos picos referente 

ao Benzeno (60%), Tolueno (10%), Etilbenzeno (85%) e Xilenos, indicando que 

o tratamento com VMT-mag apresenta bom desempenho para remoção de 

compostos do grupo BTEX presentes em AP (BARTILOTTI et al., 2021).  

A presença de metais também foi detectada como Ba, Al, Ag, Hg, Pb e Cu 

AP (BARTILOTTI et al., 2021). Esses metais foram parcialmente removidos da 

AP2, exceto cobre que apresentou concentração levemente aumentada no 

sobrenadante após o tratamento da concentração inicial.  
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Nanopartículas de magnetita não forneceram muita influência na 

capacidade de remoção da vermiculita, mas a vermiculita magnetizada 

contribuiu para remover principalmente matéria orgânica genérica e metais em 

geral da água produzida pelo petróleo. O tratamento proposto também oferece 

uma fácil recuperação do mineral, promovendo-o como uma alternativa e 

aplicável sorvente de aromáticos e metais para tratamento de efluentes em 

plataformas offshore (BARTILOTTI et al., 2021). 

 

4.3.2 Vibrio fischeri (Microtox) 

A amostra AP2 e após tratamento com VMT-mag foi avaliada pelo método 

de Microtox e não apresentou toxidade à bactéria Vibrio fischeri (Figura 45). A 

amostra bruta apresentou discreto aumento na emissão de luminescência, da 

mesma forma como observado com a amostra AP1 bruta. Já a amostra tratada 

por vermiculita não apresentou diferença significativa (p≤0,05) em relação ao 

controle negativo. 

 

Figura 45 – Inibição de luminescência da bactéria Vibrio fischeri exposta a diferentes 
concentrações. A) água produzida 2 (AP2) sem tratamento. B) AP2 tratada com a 
vermiculita magnetizada (VMT-mag). 

  
A           B 
Cont = controle negativo; AP2 = água produzida 2; AP2 VMT-mag = água produzida 2 tratada 
com vermiculita magnética; (*) = estatisticamente difrente do controle negativo (p≤0,05).  

Fonte: Autora 
 

Além dos nossos dados referente à toxicidade da AP1 para Vibrio fisheri 

apresentados anteriormente neste documento e publicado em Brito et al., (2019), 

diversos autores já relataram a toxicidade da AP para este mesmo modelo.  

Ajuzieogu et al. (2018) avaliaram amostras de AP tratadas (submetidas a 

filtração, centrifugação, decloração ou ajuste de pH) e não tratadas coletadas de 
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uma instalação offshore de produção operacional situada na cidade de Warri, 

Estado Delta, Nigéria em Vibrio fischeri. A AP não tratada apresentou um valor 

de CE50 de 15 min de 1,0%, sugerindo enquadramento na categoria de 

“extremamente tóxica”, enquanto que para a AP tratada o valor de CE50 de 15 

min de 23,27% sendo sugerida classificação como “muito tóxica”. Alzahrani et al. 

(2013) estudaram AP coletada de uma refinaria de propriedade da Malásia Oil 

and Gas Company, demonstrando que a amostra bruta apresentou toxicidade 

para a bactéria, com CE50 de 15 min de 14,27%. Já a amostra submetida a 

filtração em membrana NF 13,65% (CE50), em membrana mostrou-se livre de 

toxicidade, em que a concentração efetiva de 100% (CE50) não causou efeitos 

quando exposto a V. fischeri. Corrêa et al., (2010) estudaram outra amostra de 

AP bruta, que apresentou toxicidade elevada para a bactéria Vibrio fischeri 

(tempo de exposição de 30min) e para o peixe Poecilia vivípara com CE50 < 

1,55% para ambas as espécies, enquanto que após tratamento da amostra por 

60 minutos por oxidação fotocatalítica por ozônio, foi observada menor 

toxicidade aguda para a bactéria (CE50 30,3%), mas para o peixe a toxicidade 

permaneceu alta (CL50 1,9%). Ainda, a AP tratada foi submetida ao 

biotratamento com a microalga Uva spp. Tendo sido observada redução 

significativa de toxicidade, com CE50 de 89,2% e 85,7% para a espécie de 

bactéria e peixe, respectivamente. Manfra et al., (2007) avaliaram AP de 

formação e sedimento superficial coletado em torno de uma plataforma de gás 

(Fratello Cluster), localizada no Mar Adriático (Pescara, Itália). Os autores 

detectaram baixo nível de toxicidade no sedimento e alta toxicidade para a água 

de petróleo mesmo após o tratamento (filtração por membrana). A alta toxicidade 

aguda (CE50 5,54 – 8,91%) foi detectada em todos os tempos de exposição (5, 

15, 30 min) da bactéria à AP filtrada e não filtrada não existindo diferenças 

significativas entre elas. Em 2010, Manfra e colaboradores estudaram outra 

amostra de AP de formação coletada de 3 diferentes plataformas (offshore) há 

aproximadamente 20 km da costa Adriática (Pescara e Rimini, Itália). As 

amostras de água de petróleo foram filtradas em membrana para serem 

utilizadas nos bioensaios. Os autores relataram diferença de sensibilidade entre 

as espécies, sendo que Tigriopus fulvus (crustáceo) e Dicentrarchus labrax 

(peixe) apresentaram a maior toxicidade (CE50 <50%), seguida por Vibrio fischeri 

(CE20 < 30%), enquanto que Artemia franciscana (crustáceo) e as duas algas 
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(Phaeodactylum tricornutum e Dunaliella tertiolecta) não apresentaram efeito 

tóxico significativo (CE20 > 50%).  

Porém, não foi observada toxicidade para nossa amostra AP2, 

provavelmente devido a diferenças entre os constituintes das amostras. 

 

4.3.3 Daphnia similis 

Nossos resultados mostram que a AP2 induziu a imobilidade em 16 dos 

20 organismos expostos (média de três experimentos independentes) em 

diluições tão baixas quanto 6,25% (Tabela 13). Na menor diluição testada, 

12,5%, observamos o mesmo efeito em todos os organismos expostos. No 

entanto, após o tratamento (AP2 VMT-mag), foi observada imobilidade 

significativa em relação ao controle negativo apenas na maior concentração 

testada de 12,5% (v / v) (Figura 46). Considerando que a CL50 calculada antes 

do tratamento foi de 5,78 (± 0,52%), podemos afirmar que o tratamento com 

VMT-mag reduziu drasticamente a toxicidade para Daphnia similis, tendo 

apresentado um CL50 2,3 vezes (13,3 ± 0,70%) maior.  

 
Tabela 13 – Número total de neonataos (Daphnia similis) imóveis por réplica (triplicata) 
após exposição a amostra de água produzida de petróleo (AP2) com e sem tratamento 
com vermiculita magnetizada (VMT-mag). 

Número total de neonatos (Daphnia similis) imóveis 

Réplica Cont 
Diluições AP2 

0,78% 1,56% 3,12% 4,16% 5,2% 6,25% 12,5% 

1 0 0 0 0 1 3 20 20 

2 0 0 0 2 0 4 8 20 

3 0 0 1 6 1 3 20 20 

Réplica Cont 
Diluições AP2 VMT-mag 

0,78% 1,56% 3,25% 6,25% 8,33% 10,42% 12,5% 

1 0 0 0 0 1 1 1 6 

2 0 0 0 0 1 1 2 6 

3 0 0 0 0 1 1 3 11 

Fonte: Autora. 
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Figura 46 – Porcentagem de imobilidade em Daphnia similis em relação ao controle 
negativo. A) Água produzida de petóleo (AP2) sem tratamento. B) AP2 tratada com 
Vermiculita magnetizada (VMT-mag). 

 
A           B 
(*) = diferença significativa entre o controle negativo (p≤0,05); Cont = controle negativo; AP2 = 
água produzida 2; AP2 VMT-mag = água produzida 2 tratada com vermiculita magnética.  
Fonte: Autora 

 

Os microcrustáceos do zooplâncton estão entre os grupos mais sensíveis 

aos estressores ambientais (GUTIERREZ; PAGGI; GAGNETEN, 2012). O 

genero Daphnia é constituido de organismos filtradores encontrados em 

ambientes aquáticos e ocupam uma posição importante na cadeia alimentar, 

pois são uma das principais fontes de alimento para peixes e invertebrados 

predadores. Além disso, tem um papel importante no controle populacional de 

algas, o que pode interferir na qualidade dos corpos d'água (TATARAZAKO; 

ODA, 2007). Portanto, desempenham papel importante no ecossistema e sua 

redução em um ambiente impactado por AP afetaria não somente a população 

do organismo, mas também a de outros níveis organizacionais. 

 

4.3.4 Daphnia magna (clone BEAK) 

Nossos dados demonstram que a AP2 com e sem tratamento apresentam 

efeitos nocivos em relação à sobreviviencia (Figura 47), à reprodução de 

Daphnia magna reduzindo o número de neonatos (Figura 48) e, 

consequentemente, a taxa intrínseca de crescimento populacional (r) (Figura 

49), em comparação com o controle negativo (p≤0,05) (Tabela 14), de forma 

dose dependente. Efeitos sobre a reprodução em daphnias já foram relatados 

em outros estudos, com redução no número de neonatos assim como na taxa 
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intrínseca de crescimento populacional após a exposição a corantes (ABE, 2019) 

e praguicidas (PESTANA, 2010). 

 

Figura 47 – Mortalidade (%) de Daphnia magna ao final de 21 dias de exposição às 
amostras de água produzida de petróleo (AP2) com e sem tratamento com vermiculita 
magnetizada (VMT-mag). 

 
(*) = diferença significativa entre o controle negativo (p≤0,05); Cont = controle negativo; AP2 = 
água produzida 2; AP2 VMT-mag = água produzida 2 tratada com vermiculita magnética.  
Fonte: Autora 
 
Figura 48 – Número total de neonatos reproduzidos ao final de 21 dias de exposição da 
Daphnia magna às amostras de AP com e sem tratamento. 

 

(*) = diferença significativa entre o controle negativo (p≤0,05); Cont = controle negativo; AP2 = 
água produzida 2; AP2 VMT-mag = água produzida 2 tratada com vermiculita magnética.  
Fonte: Autora  
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Figura 49 – Taxa intrínseca de crescimento populacional (r) do número de neonatos 
reproduzidos ao final de 21 dias de exposição da Daphnia magna às amostras de AP2 
com e sem tratamento. 

 
(*) = diferença significativa entre o controle negativo (p≤0,05); Cont = controle negativo; AP2 = 
água produzida 2; AP2 VMT-mag = água produzida 2 tratada com vermiculita magnética.  
Fonte: Autora 
 

Após a exposição por 21 dias, houve também redução da capacidade 

reprodutiva das fêmeas (Tabela 14), pois o número total de neonatos nascidos 

foi reduzindo também de forma dose-dependente (Figura 48). A amostra sem 

tratamento apresentou maior toxicidade quando comparada à tratada, pois a 

redução no número de neonatos iniciou na diluição de 0,32% e 0,8% e não 

ocorreu nascimentos nas diluições de 2 e 5%, pois as fêmeas morreram antes 

do prazo final de 21 dias para encerramento do teste. Mesmo após o tratamento 

da AP2 com VMT-mag houve reduções significativas deste dado também nas 

menores diluições de 0,8%, 2% e 5%, o que caracteriza ainda toxicidade da 

amostra, mesmo que de forma reduzida quando comparada ao controle 

negativo.  
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Tabela 14 – Número total de nenotos (Daphnia magna) por réplica das diferentes 
diluições testadas para água produzida de petróleo (AP2) com e sem tratamento com 
vermiculita magnetizada (VMT-mag) ao longo de 21 dias. 

Número total de neonatos (Daphnia magna) em 21 dias 

Réplica Controle 
Diluições AP2 

0,125% 0,32% 0,8% 2% 5% 

0 105 83 84 53 0 0 
1 108 119 93 44 0 0 
2 97 89 100 27 0 0 
3 106 96 69 58 0 0 
4 114 94 72 35 0 0 
5 95 97 90 55 0 0 
6 99 99 65 59 0 0 
7 111 93 76 31 0 0 
8 112 111 87 43 0 0 
9 93 72 92 11 0 0 
10 105 83 84 53 0 0 

Réplica Controle 
Diluições AP2 VMT-mag 

0,125% 0,32% 0,8% 2% 5% 

0 105 91 97 102 67 31 
1 108 95 86 94 65 21 
2 97 115 82 92 48 21 
3 106 104 106 93 42 22 
4 114 108 107 82 61 11 
5 95 97 111 6 85 29 
6 99 105 110 85 63 32 
7 111 112 86 107 56 7 
8 112 89 98 74 69 0 
9 93 106 90 89 68 0 
10 105 91 97 102 67 31 

Fonte: Autora 

 

A redução da capacidade reprodutiva das daphnias já foi relatada por 

outros autores (YUAN et al., 2018; LIU et al., 2019; JAIKUMAR et al., 2019), 

estando este parâmetro diretamente ligado ao nível populacional desses 

microcrustáceos e no controle populacional de algas, como dito anteriormente. 

Portanto, representa um impacto direto a nível populacional e ecossitêmico. 

Feldmannova et al. (2006) avaliaram a toxicidade dos hidrocarbonetos N-

heterocíclicos policíclicos aromáticos (N-PAHs) em invertebrados aquáticos 

(Daphnia magna) e relataram todos os N-PAHs testados suprimiram a 

reprodução dos organismos, sugerindo que os N-PAHs podem induzir estresse 

oxidativo em D. magna.   

A toxicidade de compostos químicos orgânicos, incluindo benzeno, 

tolueno, etilbenzeno e xileno (BTEX) tem preocupado devido à capacidade de 

indução de efeitos adversos em organismos, dentre eles a ocorrência de 
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anormalidades reprodutivas. Como no estudo realizado por Khaled, Ferjani e 

Sirotkin (2017), que investigaram a exposição crônica a BTEX a 25 μg L – 1 nos 

ovários da sanguessuga de água doce Erpobdella johanssoni em nível citológico 

e molecular. Segundo os autores com base na microscopia de luz e eletrônica 

de transmissão, as células somáticas e oócitos vitelogênicos dos animais 

tratados sofreram alterações degenerativas, como vacuolização citoplasmática, 

alterações mitocondriais e condensação nuclear de DNA, em comparação com 

organismos controle. Além disso, o teste do cometa apoiou os resultados 

histológicos e ultraestruturais, mostrando que a exposição ao BTEX induziu 

significativamente mais fragmentação de DNA nas células do ovário de 

sanguessugas tratadas do que nos controles (p <0,0001). A deterioração 

induzida por BTEX em células ovarianas sugere a genotoxicidade de BTEX na 

oogênese em sanguessugas, o que pode prejudicar sua reprodução. Os BTEX 

são agentes tóxicos ambientais que exercem sua toxicidade por meio da 

interrupção celular através da indução de apoptose e genotoxicidade (FAN et al. 

2009; ZHANG et al. 2010; AYAN et al. 2013; LI et al. 2013; NEUPARTH et al. 

2014). Diversos estudos já foram realizados e apontaram os BTEX como um um 

composto tóxico à reprodução (HANNIGAN; BOWEN 2010; SIROTKIN et al. 

2012; WEBB et al.  2014; DJEMIL et al. 2015).  

 Blewett et al., 2017a avaliaram a expressão dos genes cyp4 e cut e 

observaram que foram significativamente alteradas após exposição por 24 h de 

daphnias a água produzida a partir do retorno de fraturamento hidráulico (APFH). 

O gene cyp4 codifica o membro da família do citocromo P450, essencial na 

destoxificação e no metabolismo de fase 1 (SNYDER, 2000). Além disso, os 

autores observaram uma regulação positiva do gene cut após 24 horas de 

exposição à APFH (0,004%, 0,008% e 0,04%). Esse gene está diretamente 

ligado ao processo de muda em crustáceos (KUBALLA et al., 2011), pelo qual a 

proteína da cutícula é produzida pela epiderme durante a embriogênese e 

renovada durante a muda (BLEWETT et al., 2017a). A proteína da cutícula é 

essencial para o exoesqueleto da daphnia, pois age como barreira a 

contaminantes ambientais (JEONG et al., 2013). BLEWETT et al., 2017a após 

análise dos efeitos subletais, concluiram que a APFH induz efeitos na captação 

de oxigênio, e tem impactos no metabolismo e na muda dos organismos em 

níveis moleculares. A medida que os daphinideos fazem a muda (troca de 
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exoesqueleto), os neonatos em desenvolvimento são liberados, ou seja, o efeito 

na expressão do gene cut pode estar relacionado a mortalidade do organismo. 

O aumento na expressão do gene cut pode esta relacionado a “desova e morte” 

que é um mecanismo muitas vezes empregados por invertebrados em resposta 

a exposição a substâncias tóxicas (SCHMITT et al., 2008). Efeito esse que pode 

ter ocorrido com nossa amostra de AP2 em todas as concentrações. 

A toxicidade de substâncias tipo BTEX ou apenas benzeno, tolueno e 

xilenos (BTX) como as presentes na nossa amostra já foram relatados por outros 

autores. Nascimento et al. (2020) avaliaram a toxicidade  de BTX, isolados e em 

misturas binárias, para o microcrustáceo Mysidopsis juniae. Considerando a 

CL50 dos compostos isolados, o xileno (16,1 ± 2,4 mg L − 1) foi considerado o 

mais tóxico, seguido pelo tolueno (38,0 ± 5,3 mg L − 1) e, por último, benzeno 

(78,0 ± 2,9 mg L − 1). Peng et al. (2015) avaliaram os efeitos tóxcicos de BTEX 

indiviais e mistos em Euglena gracilis, analisando a taxa de crescimento, 

alterações morfológicas e conteúdo de clorofila em E. gracilis Z e suas células 

SMZ mutantes tratadas com uma única e mistura de BTEX. O BTEX induziu 

mudanças morfológicas, formação de lipofuscina e diminuição do conteúdo de 

clorofila de E. gracilis Z de maneira dose dependente. A toxicidade de cada 

BTEX relacionada ao crescimento celular e à inibição da clorofila segue a 

seguinte ordem: xilenos> etilbenzeno> tolueno> benzeno. 

 Em nosso estudo, o tamanho final das D. magna (Tabela 15) foi medido 

quando o teste completou 21 dias de exposição (Figura 50) e não houve 

diferenças significativas em nenhuma das diluições testadas, tanto com como 

sem tratamento, quando comparadas ao controle negativo. O que indica que 

esse parâmetro não é afetado pela toxicidade das amostras.  
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Tabela 15 – Tamanho (mm) final das Daphnia magna ao final de 21 dias de exposição 
a diferentes diluições da amostra de água produzida de petróleo (AP2) com e sem 
tratamento com vermiculita magnetizada (VMT-mag. 

Tamanho (mm) final das Daphnia magna 

Réplica Controle 
Diluições AP2 

0,125% 0,32% 0,8% 2% 5% 

1 4 4 4 4,1 - - 
2 4 4 3,8 4 - - 
3 3,9 4,3 3,6 4 - - 
4 3,9 3,9 3,9 3,9 - - 
5 3,7 3,8 3,8 4 - - 
6 4 3,9 3,8 4,4 - - 
7 4 3,9 3,9 4,2 - - 
8 4 4 4 3,7 - - 
9 3,9 3,6 4 4 - - 
10 4 3,8 4,1 3,8 - - 

Réplica Controle 
Diluições AP2 VMT-mag 

0,125% 0,32% 0,8% 2% 5% 

1 4 4,1 4 4 3,8 3,9 
2 4 3,8 3,7 3,8 3,7 3,8 
3 3,9 4,3 3,8 4 4 3,7 
4 3,9 3,8 3,7 3,9 - 4 
5 3,7 4 4,2 4 4 4 
6 4 4,1 4 - 3,9 3,8 
7 4 4 4,1 3,8 4 4 
8 4 4 - 3,8 - 3,6 
9 3,9 4,2 4 4 3,5 3,8 
10 4 3,8 3,2 4 4 - 

Fonte: Autora 

 
Figura 50 – Tamanho (mm) final das Daphnias magna (mães) ao final de 21 dias de 
exposição às amostras de água produzida de petróleo (AP2) com e sem tratamento com 
vermiculita magnetizada (VMT-mag). 

 

Cont = controle negativo; AP2 = água produzida 2; AP2 VMT-mag = água produzida 2 tratada 
com vermiculita magnética.  
Fonte: Autora 

 

O tamanho do corpo é universalmente reconhecido como um atributo de 

importânica crítica na biologia e ecologia funcional dos animais (HAVENS et al., 
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2015). Os cladóceros possuem plasticidade de características em termos de 

tamanho corporal em decorrência de respostas a fotores bióticos e abióticos 

(LYNCH, 1977; KOROSI et al., 2008; HAVENS; BEAVER, 2011).  Daphnias de 

corpo maior são melhores concorrentes de alimentos em comparação aos que 

possuem corpos menores. Além disso, em ambientes com peixes ocorre a 

predação seletiva de tamanho em espécies de corpos grandes o que pode mudar 

o equilíbrio e favorecer espécies de corpos menores (KARPOWICZ et al., 2020). 

Karpowicz et al (2020) avaliaram o tamanho do corpo de Daphnia cucullata, e 

demonstraram que o tamanho do corpo (comprimento e largura do corpo) dos 

microcrustáceos planctônicos pode ser um bom indicador do status ecológicos 

de recursos hídricos. 

 

4.3.5 Chironomus riparius 

Foi realizado o teste de toxicidade aguda em Chironomus riparius 

utilizando as diluições de 1,5625%, 3,125%, 6,25%, 12,5%, 25%, 50% e 100%, 

da amostra AP2 e foi obtido o valor de CL50 de 46,42 (intervalo de confiança de 

42,25 – 51,01) para a amostra sem tratamento e CL50 de 91,65 (intervalo de 

confiança de 81,99 – 102,5) para a amostra de tratada com vermiculita. Confome 

pode ser observado na Tabela 16, houve diferenças significativas na mortalidade 

dos organismos nas diferentes diluições. Esses dados de toxicidade aguda 

revelam uma redução de quase 50% na toxicidade da amostra tratada em 

comparação com a amostra bruta, demonstrando a importância do tratamento 

para esse tipo de resíduo. A toxicidade aguda interfere na população de 

chironomus disponíveis no ambiente e a sua redução pode ocasionar 

desiquilibrio ecológico, uma vez que esses organismos são um dos principais 

constituintes de diversos meios e são predadores e presas de outros organismos 

superiores (TAENZLER et al. 2007; SERRA et al., 2016). 
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Tabela 16 – Número total de organismo mortos no teste de toxicidade aguda com 
neonatos de Chironomus riparius expostos a diferentes concentrações da amostra de 
água produzida de petróleo (AP2) com e sem tratamento com vermiculita magnetizada 
(VMT-mag). 

Número total de Chironomus riparius mortos 

Réplica Controle 
Diluições AP2 

1,562% 3,125% 6,25% 12,5% 25% 50% 100% 

1 0 0 0 0 0 0 3 5 
2 0 0 0 0 0 0 3 4 
3 0 0 0 0 0 0 3 3 
4 0 0 0 0 0 1 3 5 

Réplica Controle 
Diluições AP2 VMT-mag 

1,562% 3,125% 6,25% 12,5% 25% 50% 100% 

1 0 1 0 1 0 1 1 4 

2 0 0 0 0 0 0 0 3 

3 0 0 0 0 0 0 0 3 

4 0 0 0 0 0 0 0 3 

Fonte: Autora 

 

Em relação aos testes crônicos, todos os critérios de validade foram 

atendidos :, a temperatura medida mudou entre 19,7 e 20,1, o pH variou entre 

8,12 e 8,57, o oxigênio dissolvido estava acima de 8 mg L -1 em e a condutividade 

551 e 1366. Além da emergência total em o tratamento controle atingiu 80%. 

Parâmetros da história de vida constituem os principais recursos  

utilizados na avaliação de efeitos decorrentes da contaminação de insetos. A 

taxa de crescimento de C. riparius e o atraso da emergência são indicativos de 

efeitos no nível populacional (CAMPOS et al., 2016).  

 Como pode-se observar na Figura 51, foram observadas diferenças 

significativas (p≤0,05) da porcentagem de emergência nos organismos expostos 

à diluição de 12,5% da amostra tratada por VMT-mag em comparação ao 

controle negativo, porém, em relação ao tempo de emergência total dos 

organismos (Figura 53) ocorreu um atraso na diluição de 12,5% da amostra AP2 

sem tratamento.  
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Figura 51– Porcentagem de emergência dos mosquitos (Chironomus riparius) expostos 
a diferentes diluições da água produzida de petróleo (AP2) com e sem tratamento com 
vermiculita magnetizada (VMT-mag). 

 
(*) = diferença significativa entre o controle negativo (p≤0,05); Cont = controle negativo; AP2 = 
água produzida 2; AP2 VMT-mag = água produzida 2 tratada com vermiculita magnética.  
Fonte: Autora 

 

Figura 52 – Tempo total (dias) de emergência dos mosquitos (Chironomus riparius) 
expostos à diferentes diluições das amostras de água diluida de petróleo (AP2) com e 
sem tratamento com vermiculita magnetizada (VMT-mag). 

 
(*) = diferença significativa entre o controle negativo (p≤0,05); Cont = controle negativ o; AP2 = 
água produzida 2; AP2 VMT-mag = água produzida 2 tratada com vermiculita magnética.  
Fonte: Autora 

 

O tempo de emergência (dias) dos organismos machos (Figura 53) foi 

afetado na menor diluição (12,5%) da amostra sem tratamento, além disso, o 

tempo de emergência (dias) das fêmeas também foi afetado nas diluições de 

0,8%, 5% e 12,5% também na amostra sem tratamento (Figura 54). Entretanto, 

esses efeitos não são observados na amostra de AP2 tratada por VMT-mag, 

indicando uma redução na sua toxicidade e a relevância do tratamento. O 

monitoramento da emergência dos mosquitos é um dado extremamente 

significante, pois está diretamente relacionada a reprodução, permitindo 
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considerar parte do ciclo de vida do quironomídeo, pois integra efeitos nos 

estágios larvais e pupal. 

 

Figura 53 – Tempo (dias) de emergência dos organismos macho (Chironomus riparius) 
expostos à diferentes diluições das amostras de água produzida de petróleo (AP2) com 
e sem tratamento com vermiculita magnetizada (VMT-mag). 

 
(*) = diferença significativa entre o controle negativo (p≤0,05); Cont = controle negativ o; AP2 = 
água produzida 2; AP2 VMT-mag = água produzida 2 tratada com vermiculita magnética.  
Fonte: Autora 
 
 
Figura 54 – Tempo (dias) de emergência dos organismos fêmeas (Chironomus riparius) 
expostos à diferentes diluições das amostras de água produzida de petróleo (AP2) com 
e sem tratamento com vermiculita magnetizada (VMT-mag). 
 

 
(*) = diferença significativa entre o controle negativo (p≤0,05); Cont = control e negativo; AP2 = 

água produzida 2; AP2 VMT-mag = água produzida 2 tratada com vermiculita magnética. 
Fonte: Autora 
 

Conforme ilustrado nas Figuras 53 e 54 acima, as fêmeas foram mais 

afetadas nas diluições de 0,8; 5 e 12,5% enquanto os machos apenas na diluição 

de 12,5% das amostras sem tratamento (AP2), indicando maior sensibilidade do 

sexo feminino em relação ao masculino. Rodrigues et. al (2015a) avaliando a 
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toxicidade de piretróides para C. riparius também observaram maior resistência 

do sexo masculino. Uma hipótese que pode esclarecer o motivo das fêmeas 

terem sido mais afetadas que os machos quando expostos à amostra AP2, é a 

diferença de metabolismos entre os organismos, pois as fêmeas demandam 

mais reservas energéticas para produção de massa de ovos, o que pode 

acarretar a maior acúmulo de substâncias tóxicas (GOEDKOOP et al., 2010). No 

caso dos organismos femininos, foi demonstrado que eles acumulam mais 

xilenos (substância presente em nossa amostra de água produzida) do que os 

machos, e os ovários são o órgão alvo para o acúmulo desse hidrocarboneto 

(SUTER-EICHENBERGER et al. 1998; WAN et al. 2007; LIN et al. 2013). Além 

disso, segundo Campos et al. (2019) alterações na sincronia da emergência de 

mosquitos machos e fêmeas pode afetar o enxame de C. riparius, de forma que 

ocorram alterações na reprodução dos organismos e até mesmo na dinâmica 

populacional.  

A emergência tardia de Chironomus já foi relatada anteriormente por 

Arambourou et al. (2019) que coletaram três sedimentos em campo 

contaminados com praguicidas, metais, ftalatos e hidrocarbonetos aromáticos 

policíclicos (HAPs) e avaliaram sua toxicidade a Chironomus riparius ao longo 

do seu ciclo de vida, e os efeitos tóxicos foram medidos em diferentes níveis de 

organização biológica: desde o molecular (análise lipidômica e variações 

transcricionais) até o organismo como um todo (taxa de respiração, marcadores 

de forma e taxa de emergência). No sedimento caracterizado por um nível 

intermediário de contaminação com HAPs e ftalatos ocorreu aumento da 

resposta ao estresse celular e emergência tardia dos machos, já no sedimento 

mais contaminado com HAPs, ftalatos e praguicidas, genes relacionados às vias 

endócrinas foram superexpressos e foi observado auemnto da resposta ao 

estresse celular e processos de biotransformação, enquanto o formato da asa 

feminina foi afetado. O sucesso reprodutivo dos insetos depende da biossíntese 

de vitelogenina e da sua absorção nos oócitos em desenvolvimento, uma vez 

que o vitelo é a principal fonte de energia que alimenta o desenvolvimento do 

embrião, a interrupção da embriogénese pode afetar a geração seguinte. O 

atraso da emergência em Chironomus riparius é devido ao aumento de consumo 

de energia à custa do crescimento para neutralizar efeitos tóxicos nos 

organismos (ARAMBOUROU et al., 2019). Em outro estudo Verrhiest et al. 
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(2001) avaliaram a exposição dos macroinvertebrados Daphnia magna, Hyalella 

azteca e Chironomus riparius aos HAPs fenantreno (P), fluoranteno (FLA) e 

benzo (k) - fluoranteno (B), isoladamente ou em combinação, tendo sido avaliada 

por meio de testes de sedimento monoespecífico de toxicidade aguda (entre 24h 

e 14 dias). Para o fenantreno, as CL50 encontradas foram de 50, 15 e 20 mg/kg 

de peso seco, respectivamente para Daphnia magna, Hyalella azteca e 

Chironomus riparius, enquanto o fluoranteno teve uma CL50 de 10, 5 e 15 mg/kg 

respectivamente para Daphnia magna, Hyalella azteca e Chironomus riparius. 

Park et al. (2009) avaliaram a exposição de C. riparius a fenbentazol e 

observaram efeitos significativos na sobrevida, crescimento, equilíbrio sexual de 

adultos emergentes e desenvolvimento de deformidade no aparato bucal. Os 

autores relataram que a proporção de adultos emergidos do sexo masculino 

aumentou nos grupos tratados com fenbendazol. A avaliação dos efeitos em 

nível molecular induzidos por fenbendazol revelou que a expressão dos quatro 

genes da família HSP além do CYP450 eram potenciais indicadores da 

exposição ao fenbendazol em C. riparius. O citocromo P450 é um dos sistemas 

enzimáticos mais importantes envolvidos na destoxificação de xenobióticos e na 

regulação hormonal dos insetos, nesse estudo o gene CYP450 foi modulado em 

resposta a exposição dos organismos ao fenbendazol, indicando que a 

exposição possa estar associada a distúrbios no sistema hormonal dos 

mosquitos, afetando de forma significativa os processos de crescimento e 

emergência (PARK et al., 2009). Alterações na relação sexual, efeitos na 

diferenciação sexual ou fenótipos específicos do sexo, sugerem uma potencial 

desregulação nos processos hormonais dos organismos expostos a estressores 

ambientais (HAHN LIESS; SCHULZ 2001). Em insetos, a ecidisona e o 20-

hidroxiecdone são extremamente importantes, pois respectivamente, agem 

como precursor direto do hormônio ativo de muda e como esteroides sexuais 

masculinos (DE LOOF; HUYBRECHTS 1998), uma vez que os processos de 

diferenciação sexual em animais são baseados na proporção entre homens e 

mulheres. Portanto a proporção reduzida de fêmeas pode ser entendida como 

consequência da desregulação hormonal (PARK et al., 2009).  

Quanto ao parâmetro de peso de machos e fêmeas, não foi observada 

diferença significativa quanto ao ganho ou perda de peso, quando comparados 

ao controle negativo (p≤0,05) (Figura 55 e 56). O processo reprodutivo é 
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dependente do tamanho do corpo dos mosquitos aquáticos; fêmeas maiores são 

mais fecundadas, assim como os machos de maior porte obtem mais sucesso, 

correlacionando-se ao número total de gametas, assim como o sucesso 

reprodutivo (PONLAWAT; HARRINGTON, 2007; LILLEY et al., 2012). A redução 

no tamanho corporal de machos e fêmeas de C. riparius é uma indicação de 

efeitos reprodutivos fortes, sendo esse um parâmetro sensível e relevante para 

uma melhor avaliação dos efeitos no nível populacional de contaminantes 

(RODRIGUES et al. al., 2015b). Esses efeitos podem levar a efeitos importantes 

na população (mortalidade e crescimento reduzido) e nos níveis de comunidades 

(CAMPOS et al., 2016). 

 
Figura 55 – Peso (mg) dos Chironmus riparius machos expostos a diferentes diluições 
da água produzida de petróleo (AP2) com e sem tratamento com vermiculita 
magnetizada (VMT-mag) ao final de 10 dias. 

 

Fonte: Autora.  

 

Figura 56 – Peso (mg) dos Chironmus riparius fêmeas expostos a diferentes diluições 
de água produzida de petróleo (AP2) com e sem tratamento com vermiculita 
magnetizada (VMT-mag) ao final de 10 dias. 

 

Fonte: Autora. 
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Além do número total de gametas, o peso corporal de chironomus machos 

também está relacionado ao desempenho de vôo (LILLEY et al., 2012; 

PONLAWAT; HARRINGTON, 2007), já nas fêmeas, o peso está relacionado à 

fecundidade e fertilidade através de efeitos na viabilidade e no tamanho da 

massa dos ovos (PONLAWAT; HARRINGTON, 2007). Alterações nos níveis do 

hormônio ecdisteróide mediados pelo receptor de ecdisona podem estar 

relacionados ao desenvolvimento dos chrironomus, uma vez que esse hormônio 

está diretamente envolvido na regulação do crescimento, desenvolvimento e 

reprodução de artrópodes (RIDDIFORD et al., 2000). Desta forma, a redução de 

peso tem sido considerada uma indicação de potenciais efeitos reprodutivos e 

podem ser utlizados para entender efeitos no nível populacional de 

contaminantes (CAMPOS et al., 2016; RODRIGUES; et al., 2015a). 

Ao final do período de 10 dias de exposição, foi medido o tamanho do 

corpo das larvas (Tabela 17), (Figura 57). Com reduções significativas nas 

diluições de 0,8 e 12,5% para a AP2 e de 12,5% na AP2 VMT-mag.  

 

Tabela 17 – Tamanho (mm) médio do corpo das larvas dos Chironomus riparius 
expostos a diferentes diluições de água produzida de petróleo (AP2) com e sem 
tratamento com vermiculita magnetizada (VMT-mag). 

Tamanho (mm) médio dos Chironomus riparius expostos 

Réplica Controle 
Diluições AP2 

0,32% 0,8% 2% 5% 12,5% 

1 12,88 13,57 11,86 12,11 11,75 9,26 
2 12,96 12,96 13,03 12,53 13,07 9,90 
3 13,07 12,84 11,32 13,48 12,46 9,42 
4 12,27 12,49 12,33 13,72 12,46 9,38 
5 13,87 12,95 11,15 13,48 12,42 10,27 

Réplica Controle 
Diluições AP2 VMT-mag 

0,32% 0,8% 2% 5% 12,5% 

1 12,88 14,46 14,46 13,10 12,98 11,26 
2 12,96 13,75 14,10 13,33 13,44 10,64 
3 13,07 13,53 14,49 13,73 14,38 11,07 
4 12,27 13,88 13,41 12,55 13,69 11,89 
5 13,87 14,20 13,20 14,41 13,00 10,70 

Fonte: Autora. 
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Figura 57 –Tamanho do corpo (mm) das larvas de Chironomus riparius ao final de 10 
dias de exposição às amostras de água produzida de petróleo (AP2) com e sem 
tratamento com vermiculita magnetizada (VMT-mag) em diferentes diluições. 

 
(*) = diferença significativa entre o controle negativo (p≤0,05); Cont = controle negativo; AP2 = 
água produzida 2; AP2 VMT-mag = água pr oduzida 2 tratada com vermiculita magnética.  
Fonte: Autora 
 

Deficiências de crescimento nos estágios lavais de C. riparius podem ser 

traduzidas em termos de atraso de emergência, com consequências no maior 

atraso de emergência das fêmeas, assim como observado neste trabalho.  O 

atraso pode sugerir que o comprimento do crescimento pode ser mais grave em 

fêmeas do que machos (SILVA et al., 2019). O crescimento larval de Chironomus 

riparius esta correlacionado com emergência tardia dos mosquitos, 

principalmente fêmeas, bem como ao tamanho do adulto. O aumento do 

metabolismo sugere uma alta demanda de energia em C. riparius o que reduz a 

energia disponível para crescimento e reprodução (RODRIGUES et al., 2015b). 

Azevedo-Pereira e Soares (2010) investigaram os efeitos do cloreto de 

mercúrio em Chironomus riparius, simulando uma descarga de mercúrio em um 

ecossistema de água doce. Foram avaliados os seguintes endpoints: 

crescimento, emergência, tempo de desenvolvimento e comportamento. A 

exposição ao mercúrio reduziu o crescimento e emergência, atraso no 

desenvolvimento e uma diminuição na atividade locomotora das larvas 

(AZEVEDO-PEREIRA; SOARES, 2010). Em ecossistemas aquáticos, a maioria 

dos agentes tóxicos se acumula em sedimentos aquáticos (INGERSOLL 1995; 

BURTON; LANDRUM, 2003), portanto, organismos que vivem em contato 

próximo ao sedimento são expostos aos produtos químicos diretamente ou 

através da ingestão de alimento (AZEVEDO-PEREIRA; SOARES, 2010). O 

mercúrio é um contaminante difuso que provoca deficiências de elementos 
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essenciais nos organismos por meio da competição em moléculas alvo 

(WALKER et al. 2006) que afetam o sistema nervoso central da biota (WOLFE 

1998). O crescimento é um parâmetro sensível em relação a mosquitos, sendo 

utilizado para estudar a toxicidade crônica de diversos contaminantes (SIBLEY 

et al. 2001), tendo a emergência adulta de quironomídeos como um ponto final 

utilizado em testes de toxicidade (PÉRY et al. 2002). O crescimento é um 

endpoint ecológico muito importante, componente de aptidão e determinante da 

saúde da população, ou seja, qualquer efeito individual que possa acarretar o 

declínio ou viabilidade populacional pode afetar um ecossistema de água doce 

(AZEVEDO-PEREIRA; SOARES, 2010). Além disso, Chibunda et al., (2009) 

avaliaram os efeitos do mercúrio inorgânico em sedimentos enriquecidos na 

sobrevivência, crescimento e emergência do mosquito Chironomus riparius e 

comparou os resultados com as concentrações de mercúrio relatadas em riachos 

e rios na África. Segundo os autores, com 3,84 mg Hg/kg de sedimento seco, o 

mercúrio reduziu significativamente a sobrevivência larval e o sucesso da 

emergência de mosquitos em comparação com o sedimento controle (P <0,05). 

O crescimento larval foi significativamente inibido (P <0,05) com 2,42 mg Hg/kg 

de peso seco, enquanto a emergência de C.riparius foi significativamente 

atrasada com 0,93 mg/kg de peso seco. 

 Em nosso estudo, o tamanho da cabeça das larvas de Chironomus 

riparius expostas a diferentes diluições da AP2 e AP2 VMT-mag foi 

significativamente diferente do controle negativo (p≤0,05). A AP2 foi tóxica para 

os organismos nas diluições de 0,8%, 2% e 12,5% enquanto a amostra tratada 

reduziu significativamente o tamanho da cabeça larval nas diluições 

intermediárias de 2% e 5% (Tabela 18 e Figura 58).  
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Tabela 18 – Tamanho (mm) médio da cabeça das larvas dos Chironomus riparius 
expostos a diferentes diluições da água produzida de petróleo (AP2) com e sem 
tratamento com vermiculita magnetizada (VMT-mag). 

Tamanho (mm)  médio dos Chironomus riparius expostos 

Réplica Controle 
Diluições AP2 

0,32% 0,8% 2% 5% 12,5% 

1 0,705 0,64 0,58 0,685 0,588 0,58 
2 0,78 0,672 0,59 0,54 0,66 0,62 
3 0,728 0,73 0,612 0,56 0,6 0,6 
4 0,64 0,672 0,608 0,648 0,635 0,506 
5 0,696 0,67 0,595 0,666 0,665 0,584 

Réplica Controle 
Diluições AP2 VMT-mag 

0,32% 0,8% 2% 5% 12,5% 

1 0,705 0,692 0,605 0,592 0,624 0,66 
2 0,78 0,628 0,645 0,533 0,64 0,635 
3 0,728 0,695 0,624 0,56 0,528 0,625 
4 0,64 0,71 0,572 0,656 0,628 0,56 
5 0,696 0,706 0,612 0,706 0,635 0,672 

Fonte: Autora. 

 
 
Figura 58 –Tamanho (mm) do cabeça das larvas de Chironomus riparius ao final de 10 
dias de exposição às amostras de água produzida de petróleo (AP2) com e sem 
tratamento com vermiculita magnetizada (VMT-mag). 

 
(*) = diferença significativa entre o controle negativo (p≤0,05); Cont = controle negativo; AP2 = 
água produzida 2; AP2 VMT-mag = água produzida 2 tratada com vermiculita magnética.  
Fonte: Autora 

 

Faria, Nogueira e Soares (2007) também observaram menores larguras 

de cápsulas da cabeça de quironomídeos de um campo de arroz altamente 

contaminado propanil e este efeito aparentemente também estava relacionado à 

alta temperatura naquele local (40 e 47ºC). 
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4.3.6 Dugesia tigrina 

No teste de toxidade aguda com a planária Dugesia tigrina não foi 

observada mortalidade dos organismos (Tabela 19) em nenhuma das diluições 

testadas (3,125%, 6,25%, 12,5%, 25%, 50% e 100%), indicando que tanto a 

amostra bruta quanto a tratada não apresentam toxicidade aguda relevante para 

esse organismo, e, portanto não foi possível calcular os valores de CL50. Em 

planárias, o desfecho de mortalidade pode não ser o mais adequado para avaliar 

os efeitos de alguns compostos, pois elas podem sobreviver e suportar longos 

períodos de inanição, o que enfatiza a importância da avaliação de desfechos 

comportamentais aos organismos (SIMÃO et al. 2020). Em nosso estudo, houve 

alterações na avaliação dos parâmetros comportamentais analisados.  

 

Tabela 19 – Número total de organismo mortos no teste de toxicidade aguda com 
Dugesia tigrina expostas a diferentes concentrações da amostra de água produzida de 
petróleo (AP2) com e sem tratamento com vermiculita magnetizada (VMT-mag). 

Número total de Dugesia tigrina mortas 

Réplica Controle 
Diluições AP2 

1,562% 3,125% 6,25% 12,5% 25% 50% 100% 

1 0 0 0 0 0 0 0 0 
2 0 0 0 0 0 0 0 0 
3 0 0 0 0 0 0 0 0 
4 0 0 0 0 0 0 0 0 

Réplica Controle 
Diluições AP2 VMT-mag 

1,562% 3,125% 6,25% 12,5% 25% 50% 100% 

1 0 0 0 0 0 0 0 0 

2 0 0 0 0 0 0 0 0 

3 0 0 0 0 0 0 0 0 

4 0 0 0 0 0 0 0 0 

Fonte: Autora 

 

Observamos uma redução na movimentação (locomoção) das planárias 

nas menores diluições das amostras, 12,5%, da AP2 sem tratamento e após o 

tratamento, este efeito foi detectado nas diluições de 5% e 12,5% (Figura 59). O 

que indica um aumento da toxicidade da amostra após o tratamento para esse 

parâmetro comportamental com D. tigrina.  
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Figura 59 – Número de linhas de grades cruzadas durante 3 minutos pelas planárias 
(Dugesia tigrina) após exposição de 9 dias a diferentes diluições das amostras de água 
produzida de petróleo (AP2) com e sem tratamento com vermiculita magnetizada (VMT-
mag). 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
(*) = diferença significativa entre o controle negativo (p≤0,05); Cont = controle negativo; AP2 = 
água produzida 2; AP2 VMT-mag = água produzida 2 tratada com vermiculita magnética.  
Fonte: Autora 
 

Parâmetros comportamentais são relatados como indicador na avaliação 

de efeitos tóxicos de substâncias em organismos aquáticos e do solo, podendo 

ser considerado bastante sensível ao estresse químico. O comportamento 

consiste da interação dos processos de mecanismos fisiológicos com os 

estímulos ambientais (DELL’OMO, 2000). Os impactos dos HPAs na 

alimentação e no comportamento locomotor organismos aquáticos já foi 

observado em outros estudos, como por exemplo em poliquetas (ROSEN; 

MILLER, 2011)  e camarões (SILVA et al., 2013). É sabido que o comportamento 

alimentar requer coordenação de vários aspectos do sistema nervoso para que 

seja eficaz (INOUE et al., 2015). 

Em nosso trabalho, os organismos não apresentaram diferenças 

significativas quando comparadas ao controle negativo em nenhuma diluição das 

amostras com e sem tratamento quanto ao parâmetro de inibição alimentar 

(Figura 60).  
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Figura 60 – Número de larvas de Chironomus riparius (7 dpe) consumidos pelas 
planárias (Dugesia tigrina) após exposição de 9 dias a diferentes diluições das amostras 
de água produzida de petróleo (AP2) com e sem tratamento com vermiculita 
magnetizada (VMT-mag). 

 
Cont = controle negativo; AP2 = água produzida 2; AP2 VMT-mag = água produzida 2 tratada 
com vermiculita magnética.  
Fonte: Autora 
  

A redução na atividade locomotora observada em planárias é um 

parâmetro comportamental extremamente relevante, uma vez que também está 

associada a respostas diminuídas à captura de presas (OFOEGBU et al., 2016). 

A locomoção das planárias ocorre basicamente por movimentos planatórios e de 

rastejo, por meio da atividade ciliar ventral e muscular, respectivamente 

(STRINGER, 1917; TALBOT; SCHOTZ, 2011). Considerando a redução da 

movimentação das planárias expostas à AP2 antes e após tratamento, podemos 

supor que a amostra possua algum composto com potencial neurotóxico 

(KNAKIEVICZ; FERREIRA, 2008), uma vez que a capacidade de locomoção de 

invertebrados é mediada por acetilcolina ou glutamato (BUTTARELLI et al., 

2008; VYAS et al., 2011). Efeitos no sistema nervoso, tem com consequências 

para a atividade de D. tigrina interferências na capacidade de detectar, localizar 

e capturar presas (INOUE et al., 2004; INOUE et al., 2015). O alumínio e o 

mercúrio são contaminantes neurotóxicos comuns no ambiente e estão 

presentes em nossas amostras, como já citado neste documento. Alexandrov e 

colaboradores (2018) reportaram efeitos de compostos de alumínio [sulfato; Al2 

(SO4) 3] e / ou mercúrio [sulfato; HgSO4] para células neuronal-gliais humanas 

(HNG) em co-cultura primária usando a evolução do fator de transcrição do 

complexo pró-inflamatório NF-kB (p50 / p65) como um indicador crítico para o 

início de neurodegeneração e sinalização inflamatória patogênica. Segundo os 



 

 

 

Capítulo 4 – Resultados e discussão 

 

 116 

autores, houve indução significativa do complexo NF-kB (p50 / p65), ocorrendo 

aumento na sinalização pró-inflamatória decorrentes da exposição células HNG 

a essas neurotoxinas ambientais na faixa ambientalmente relevante de 20-200 

nM, além de sinergismo significativo na neurotoxicidade quando alumínio 

(sulfato) e mercúrio (sulfato) foram adicionados juntos (ALEXANDROV et al., 

2018). Os metais são poluentes de grande preocupação em limnologia, sua 

relevância esta especialmente relacionada a sua persistência no ambiente 

(BEGHELLI et al., 2018). Além disso, os metais podem se acumular e atingir 

altas concentrações nos sedimentos de corpos d’água com histórico de poluição 

(STANAWAY et al. 2012), o que pode ocasionar danos a vida aquática (LI et al. 

2015)  e até mesmo problemas de saúde pública (SINGH et al. 2014 ). 

 Com relação aos HPAs presentes na amostra de AP2, Simão et al. (2020) 

avaliaram o efeito da exposição a fenantreno, pireno e benzo [a] pireno (B [a] P) 

em planárias Girardia tigrina, e relataram indução de mortalidade, alterações na 

regeneração cefálica (durante e pós-exposição), desfechos comportamentais, 

além de detectarem a presença de HAPs nos tecidos. A locomoção e 

alimentação pós-exposição foram significativamente prejudicadas em 

concentrações subletais após a exposição a todos os compostos, e a 

regeneração dos fotorreceptores foi atrasada nos organismos expostos ao 

pireno. Além disso, a concentração dos HPAs nos tecidos das planárias 

seguiram um aumento dependente da dose, o que demonstrou absorção destes 

compostos em soluções experimentais. No ambiente aquático, os HPAs tendem 

a se adsorver à matéria orgânica nos sedimentos ou são absorvidos por 

organismos (ALEGBELEYE et al., 2017), assim, organismos que vivem em 

contato próximo com sedimentos ou que interagem com partículas contaminadas 

são mais vulneráveis a contaminação por HPAs (ALEGBELEYE et al., 2017; 

MEADOR, 2008). Ou seja, animais bentônicos ou epibentônicos são expostos a 

grandes quantidades de HPAs por meio da água e do sedimento (SIMÂO et al. 

2020). A avaliação dos efeitos de HPAs em ambientes naturais é bastante 

desafiadora, em decorrência das diferenças de metabolização entre espécies e 

da variedade de efeitos que esses compostos podem acarretar, 

principalmentequando encontrados em misturas complexas (MEADOR, 2008). 

Devido a natureza epibentônica e predatória das planárias (VILA-FARRE; RINK, 

2018), esses organismos estão expostos a uma variedade de produtos químicos 
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que são lançados em ecossistemas de água doce, tanto aqueles presentes na 

coluna d’água, quanto os adsorvidos ao sedimento e em suas presas 

(ALEGBELEYE et al., 2017). 

Os HPAs são classificados como perigosos para a saúde humana em 

decorrência da sua carcinogenicidade e/ou mutagenicidade, sendo que a 

preocupação com a toxicidade do desenvolvimento tem aumentado nos últimos 

anos (GEIER et al., 2018). HPAs são compostos hidrofóbicos que podem se 

acumular e romper membranas celulares, ocasionando narcose (BALL; 

TRUSKEWYCZ, 2013), que pode estar relacionado a resposta de imobilidade 

locomoção retardada e pode explicar a diminuição nas distâncias percorridas e, 

consequentemente, na taxa de alimentação (SIMÃO et al. 2020). 

Comportamentos estereotipados têm sido relacionados à interrupção do 

funcionamento normal das vias neurais de planárias (BUTTARELLi et al., 2008) 

uma vez que os HPAs podem ser neurotóxicos para poliquetas e anfípodes 

(HAN; WANG, 2009; GAUTHIER et al., 2016). A combinação de narcose e 

interrupção das vias neurais explicam as respostas comportamentais. Com 

relação a população das planárias, deficiências no comportamento podem ter 

graves impactos ambientais. Os efeitos subletais podem levar a mortalidade e a 

longo prazo agravar a aptidão. A redução da alimentação tem impactos no 

crescimento e reprodução, e a redução da atividade locomotora pode deixar o 

organismo vulnerável a predadores além de reduzir a captura de presas, o que 

demonstra a importância da avaliação de endpoints comportamentais em 

planárias (SIMÃO et al. 2020).  

Outros trabalhos também já avaliaram o parâmetro de locomoção em 

diferentes planárias a diversas substancias, tais como: cocaína (RAFFA; 

VALDEZ, 2001); tributilestanho (TBT) (OFOEGBU et al., 2016); fungicida 

ciproconazol (SARAIVA et al, 2018);  fármacos (carbamazepina e fluoxetina) 

(OFOEGBU et al., 2019); solventes (DMSO, etanol, metanol, acetato de etila) 

(IRELAND et al., 2020). 

Neste trabalho, também avaliamos a capacidade de regeneração da 

cabeça da planária. Para tanto, foi avaliado o tempo em dias necessários para o 

aparecimento das aurículas e dos fotorreceptores após a decapitação individual 

das planárias expostas as duas amostras em diferentes diluições da AP2 com e 

sem tratamento, como mostrado nas Figuras 61 e 62.   
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Figura 61 – Tempo (dias) de regeneração dos fotorreceptores das planárias (Dugesia 
tigrina) expostas por 9 dias a diferentes diluições das amostras de água produzida de 
petróleo (AP2) antes e após o tratamento com vermiculita magnetizada (VTM-mag). 

 
(*) = diferença significativa entre o controle negativo (p≤0,05); Cont = controle negativo; AP2 = 
água produzida 2; AP2 VMT-mag = água produzida 2 tratada com vermiculita magnética.  
Fonte: Autora 
 

Figura 62 – Tempo (dias) de regeneração das aurículas das planárias (Dugesia tigrina) 
expostas por 9 dias a diferentes diluições das amostras de água produzida de petróleo 
(AP2) antes e após o tratamento com vermiculita magnetizada (VTM-mag). 

 

(*) = diferença significativa entre o controle negativo (p≤0,05); Cont = controle negativo; AP2 = 
água produzida 2; AP2 VMT-mag = água produzida 2 tratada com vermiculita magnética.  
Fonte: Autora 

 

Como pode ser observado na Figura 61, a diluição de 12,5% da amostra 

AP2 afetou de forma significativa a formação dos fotorreceptores, com 

consequente atraso no tempo de aparecimento das aurículas também na mesma 

diluição (12,5%) da amostra sem tratamento (Figura 62) nos organismos 

expostos. A exposição à amostra tratada não induziu a efeitos significativos 

(p≤0,05) em nenhum dos dois parâmetros analisados.  

A regeneração planariana envolve a geração de um novo tecido no local 

da ferida por meio da proliferação celular (formação de blastema) e remodelação 
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de tecidos pré-existentes a fim de restaurar a simetria e a proporção do tecido 

(morfalaxia). Portanto, como os blastemas não substituem todos os tecidos após 

a maioria das lesões, é necessário a combinação de blastemas e morfaxia para 

que a regeneração seja completa. Os neoblastos são também importantes para 

a capacidade regenerativa das planárias, pois são uma população de células-

tronco totipotentes capazes de gerar essencialmente todo o tipo de tecido 

(REDDIEN; ALVARADO, 2004). Esses animais desenvolveram um interessante 

sistema de células-tronco adulta pluripotente, os neoblastos, que dão origem a 

toda gama de tipos de células e órgãos do corpo planariano, tais como sistemas 

cerebrais, digestivos, excretores, sensoriais e reprodutivos. Ou seja, os 

neoblastos estão presentes de forma abundante por todo mesenquima e se 

dividem continuamente. O fluxo resultante de progenitores e a rotação de células 

diferenciadas impulsionam a auto-renovação rápida de todo o animal em 

questão de semanas (RINK, 2013). 

A capacidade regenerativa das planárias também esta associada à sua 

reprodução assexuada, portanto, o atraso na regeneração da cabeça das 

planárias pode impactar diretamente a dinâmica populacional dos organismos 

(SARAIVA et al., 2018), uma vez que envolve a formação e regeneração de 

tecidos antigos (REDDIEN; ALVARADO, 2004). O atraso para formação dos 

fotorreceptores pode esta associado à produção de espécies reativas de 

oxigênio, que são essenciais para neurorregeneração durante o processo de 

diferenciação e padronização (PIROTTE et al., 2015). Adicionalmente, o atraso 

na formação dos fotorreceptores assim como das aurículas prejudica a função 

básica de detecção da direção da luz, uma vez que as planárias são fototáticas, 

como consequência tornam-se suscetíveis a predadores (INOUE et al., 2004; 

SARAIVA et al., 2018). Knakievicz e Ferreira (2008) analisaram os efeitos tóxicos 

do cobre (Cu2+) sobre planárias de água doce (Girardia tigrina), com base na 

mobilidade, desempenho de regeneração, frequência de micronúcleo (MN) em 

animais em regeneração e desempenho reprodutivo. Esses quatro 

biomarcadores forneceram informações complementares sobre toxicidade de 

Cu2+, teratogenicidade, mutagenicidade e efeitos crônicos (> 96 h de exposição), 

respectivamente. A mobilidade, para adultos intactos, e o tempo de regeneração 

e a frequência MN, para animais em regeneração, foram significativamente 

afetados e os efeitos da exposição crônica foram claramente evidenciados pela 
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avaliação do desempenho reprodutivo, com redução significativa nas taxas de 

fecundidade e fertilidade. 

 

4.4 DISCUSSÃO GERAL 

Os testes realizados neste trabalho são extremamente relevantes para 

avaliação do impacto ocasionado pelo AP a diferentes organismos aquáticos e 

seus compartimentos ecológicos, uma vez que foram realizados com 

organismos de diferentes níveis tróficos. Os peixes enquadram-se como 

consumidores terciários, os mosquitos e planárias como consumidores 

secundários, as microcrustáceos como consumidores primários e a bactéria 

como decompositores (Figura 63). Portanto, pode-se fazer uma relação entre 

eles e estimar os efeitos tóxicos aqui apresentados em diferentes níveis, pois 

existe uma interação entre esses organismos no ambiente aquático, ou seja, 

caso ocorra um efeito deletério a um deles, esse efeito pode se propagar aos 

demais, de forma a impactar a sobrevivência individual, populacional, de 

comunidade e ecossistemica. Uma vez que um desses organismos não cumpra 

seu papel na cadeia alimentar, pode impactar direta ou inderetamente na 

sobrevivência e níveis populacionais de outros organismos, mostrando a 

relevante ecológica deste trabalho e a importância de tratamentos eficientes de 

forma a reduzir ou eliminar os compostos tóxicos presentes na constituição da 

AP. 
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Figura 63 – Níveis tróficos dos organismos utilizados na avaliação da toxicidade das 
amsotras de água produzida de petróleo, utilizados no presente trabalho. 

 
Fonte: Autora. 

  

Dentre os tratamentos aqui avaliados, podemos destacar a 

fotoeletrocatálise, combinada ou não com ozonização, além da vermiculita 

magnetizada como promissores no tratamento de amostras complexas, como a 

água produzida de petróleo. Desa forma, esse trabalho contribui não só para a 

avaliação ampla da ecotoxicidade de amostras de AP, mas também na avaliação 

de tratamentos alternativos eficazes, podendo contribui com políticas públicas 

de controle da poluiçao.  
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5. CONCLUSÕES 

 

Considerando todos os resultados aqui reportados, podemos concluir que 

a AP é uma mistura complexa de alto potencial tóxico em relação à biota 

aquática, pois apresenta efeitos deletérios a todos os organismos estudados 

(Danio rerio, Vibrio fischeri, Daphnia similis, Daphnia magna, Chironomus 

riparius e Dugesia tigrina) em diferentes intensidades.  

Este trabalho demonstra a importância da utilização de organismos dos 

diferentes níveis tróficos e de amostras de AP diferentes, pois como foi 

observado a AP pode induzir a diferentes efeitos tóxicos, dependendo de sua 

constituição, a um mesmo organismo, como o observado com a espécie Vibrio 

fischeri, que apresentou efeitos tóxicos após a exposição à amostra AP1 e não 

a AP2, o que caracteriza diferenças dos compostos tóxicos presentes em uma 

mesma jazida em extrações realizadas em períodos diferentes, como da Bacia 

Portiguar.  

Quanto aos tratamentos aqui empregados para as amostras de AP, os 

que tiveram melhor eficácia na redução dos efeitos observados foram os 

processos que utilizam VMT-mag, fotocatálise, fotoeletrocatálise e ozonização 

fotoeletrocatalítica. Entretanto, nenhum dos tratamentos foi totalmente eficiente, 

pois não foram capazes de eliminar os efeitos nos organismos testados e, 

portanto, ainda precisam ser aprimorados a fim de eliminar totalmente a 

toxicidade da AP. Mas ainda assim, são tratamentos promissores e são de 

extrema importância para posterior descarte em recursos hídricos a fim de 

minimizar os efeitos ecotoxicológicos nos organismos aquáticos.  
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