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RESUMO

VIANA, T. S. Avaliacdo da ecotoxicidade da agua produzida de petréleo antes e
apo6s diferentes tratamentos em organismos aquaticos (Danio rerio, Vibrio
fischeri, Daphnia similis, Daphnia magna, Chironomus riparius e Dugesia tigrina).
2020. 165f. Dissertacao (Mestrado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2020.

A agua produzida (AP) por industrias petroliferas € um residuo altamente impactante para os
ecossistemas. Quando descartada em ambientes aquaticos, pode contaminar a biota ali
presente, além de ocasionar danos muitas vezes irreversiveis aos ecossistemas afetados. Sua
toxicidade é devido a variedade de compostos que a constitui, como metais e uma variedade de
compostos organicos e inorganicos. Considerando o potencial poluidor deste residuo, a AP
necessita tratamentos eficazes para seu posterior descarte no ambiente. Os tratamentos
convencionais utilizados muitas vezes nédo sdo eficientes para remover a toxicidade deste tipo
de residuo, sendo necessario o desenvolvimento e padronizacdo de tratamentos alternativos.
Dentro deste contexto, destacam-se o0s processos oxidativos avancados (POAs), como
fotocatalise, fotoeletrocatdlise, ozonizagcdo e ozonizacdo fotoeletrocatalitica, 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
eficiéncia destes tratamentos na reducdo da toxicidade induzida por duas amostras de AP,
identificadas como agua de petréleo 1 (AP1) e agua de petréleo 2 (AP2), em organismos
aquaticos. A amostra AP1 foi tratada por meio de POAs (fotocatdlise, fotoeletrocatdlise,
0zonizagao e ozonizacao fotoeletrocatalitica) e avaliada a toxicidade antes e ap0s 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 apds o tratamento com 0s 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 estagios embrio-larvais;
com a Daphnia similis e Vibrio fischeri teste de toxicidade aguda; com a Daphnia magna efeitos
sobre reproducdo e taxa intrinseca de crescimento populacional (r); com o Chironomus riparius
avaliacdo da mortalidade, crescimento e emergéncia; com a Dugesia tigrina a avaliacdo da
mortalidade, locomocédo, alimentacéo e regeneracdo apos decapitacdo. Nossos testes indicam
toxicidade para todos os organismos avaliados: efeitos (mortalidade, escoliose, falha na inflagdo
da bexiga natatoria) no estagio embio-larval de Danio rerio; toxicidade aguda aos organismos
Daphnia similis e Vibrio fischeri; efeitos sobre a emergéncia dos organismos machos e fémeas
de Chironomus riparius, reducdo no tamanho das cabecas e corpo das larvas na amostra sem
tratamento; além de efeitos comportamentais sobre a atividade locomotora e regeneracéo da
cabeca das planarias Dugesia tigrina expostas a AP sem tratamento; efeitos sobre a reproducédo
e taxa intrinseca de crescimento populacional (r) dos microcrustaceos Daphnia magna com maior
intensidade & amostra néo tratada. Este estudo revela uma reducao da toxicidade da AP tratada,
demonstrando a importancia de seu tratamento para o descarte em ambientes aquaticos. Nossos
dados mostram que a exposicdo de diferentes organismos a AP afeta parédmetros letais e
subletais e, porisso, devem ser tratadas antes do langamento em corpos d’agua. Adicionalmente,
nossos dados mostram que so tratamentos propostos devem ser aprimorados, a fim de atingir a
eficiéncia na remocéo de todos os efeitos testados.

Palavras-chave: Agua produzida, petroleo, ecotoxicologia, Danio rerio (zebrafish),
Daphnia similis, Vibrio fischeri, Daphnia magna, Chironomus riparius, Dugesia tigrina,
vermiculita, fotocatalise, fotoeletrocatalise, ozonizagdo, ozonizagao fotoeletrocatalitica.



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 Ribeirdo Preto — University
of Sdo Paulo, Ribeirdo 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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Capitulo 1 — Introdugao

1. INTRODUCAO

Agua produzida (AP) é um residuo gerado pelo segmento petrolifero, que
pode conter diferentes substancias, tais como metais e compostos organicos e
inorganicos. Estes compostos podem ser nocivos ao ambiente, principalmente
para ecossistemas aquaticos. Devido ao potencial poluidor desta amostra, a
comunidade cientifica vem se mobilizando para tentar reduzir os impactos
relacionados ao setor petroleiro, propondo tratamentos eficazes na reducéo e/ou
remocao da toxicidade das aguas produzidas (APs). Dentro deste contexto, este

trabalho foi desenvolvido para responder a seguinte pergunta:

“A agua produzida por empresas petroliferas antes e apés

tratamentos pode ocasionar efeitos toxicos a organismos aquaticos?”

Assim, nossa hipotese é que a AP seja um contaminante em potencial a
biota aquéatica e necessita de tratamentos eficazes para a reducdo do impacto
ambiental durante o processo produtivo do petréleo.

Desta maneira, foi realizado um trabalho multidisciplinar, em parceria com
0 grupo de pesquisa da Profa. Dra. Maria Valnice Boldrin Zanoni do Instituto de
Quimica (IQ) da Universidade Estadual Paulista (UNESP) campus Araraquara,
gue juntamente com o0 nosso laboratério, participa do Instituto Nacional de
Tecnologias Alternativas para Deteccdo, Avaliagdo Toxicologica e Remocao de
Micropoluentes e Radioativos (INCT-DATREM). O grupo do 1Q 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 Laboratérios de Ribeirdo Preto da Companhia Ambiental do
Estado de Sao Paulo (CETESB) sob supervisdo do Gerente Dr. Eduardo
Angelino Savazzi avaliou a eficiéncia dos tratamentos utilizando ensaios
ecotoxicoldgicos, visando demonstrar a eficacia dos tratamentos das AP, na
remocad e/ou reducdo da toxicidade em organismos aquaticos. Adicionalmente,
parte da avaliacdo ecotoxicol6gica das amostras foi realizada em colaboragéo

com o Prof. Dr. Jodo L. T. Pestana, professor do Department of Biology and
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Capitulo 1 — Introdugao

Centre for Environmental and Marine Studies (CESAM), da Universidade de
Aveiro, Portugal, durante a realizacdo do estagio de pesquisa no exterior (BEPE
2019/03940-0), financiado pela Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de
Sao Paulo (FAPESP) no periodo de 01/04/2019 a 28/09/2019.

1.1 Agua produzida (AP)

As exigéncias do mercado consumidor na sociedade moderna, tanto
relacionadas com a intensidade de consumo, quanto com a diversidade de
produtos comercialmente disponiveis levou ao amplo desenvolvimento industrial.
Mas trouxe como consequéncia a maior utilizacdo de recursos naturais,
especialmente combustiveis fosseis, como o petréleo e seus derivados, como
gas liquefeito, gasolina, 6leo diesel, querosene, asfalto, entre outros (ALMEIDA,
2006).

Além do uso intenso como combustivel para variadas aplicacdes, os
derivados de petroleo também constituem a matéria prima de diversos produtos
industrializados, como tecidos sintéticos, colas, solventes, fitas adesivas,
materiais plasticos, produtos de Vvitrificagcdo, tintas, inseticidas, entre outros
(ALMEIDA, 2006), que sao produtos essenciais e de dificil substituicdo. Desta
forma, o petréleo tornou-se um composto praticamente indispensavel nos dias
atuais. Porém, infelizmente, a industria petrolifera, seja na extracédo do petroleo
ou na producdo de Oleo e géas, 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).

Petréleo, palavra derivada do latim petra (pedra) e oleum (6leo), no estado
liguido € uma mistura complexa oleosa, inflamavel, menos densa que a agua,
com cheiro caracteristico e cor variando entre negro e castanho-claro. Os 6leos
obtidos de diferentes reservatérios de petréleo possuem caracteristicas
diferentes, entretanto, todos possuem composi¢ao elementar semelhante, com
cerca de 14% de hidrogénio e 87% de carbono, mostrando que seus principais
constituintes sdo hidrocarbonetos. Outros constituintes aparecem sob a forma
de compostos organicos, sendo os mais comuns o enxofre (0,06 a 8%),

nitrogénio (0,11 a 1,7%) e oxigénio (0,1 a 2%). Além disso, metais também
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podem ocorrer como sais de acidos organicos, perfazendo cerca de 0,3% da
composicéo do petréleo (THOMAS et al., 2001).

O estado fisico do petrdleo pode ser definido de acordo com o tamanho
de suas moléculas. Quando a maioria é pequena, o seu estado fisico é gasoso,
por outro lado, quando sdo grandes, seu estado fisico € liquido, nas condi¢cdes
normais de temperatura e pressdo. Devido a complexidade da mistura de
constituintes presentes no petroleo, normalmente a separacao € feita de acordo
com a faixa de ebulicdo dos compostos, obtendo fragdes tipicas com

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

Tabela 1 — Fracdes tipicas do petréleo

Temperatura Composicio
Fracao de ebulicédo POSIG Usos
°C) aproximada
Gas residual - Ci—-0C Gas combustivel.
Gas liquefeito de Até 40 C:;—Cy4 Gas combustivel engarrafado,
petréleo (GLP) uso doméstico e industrial.
Gasolina 40— 175 Ce— Cuo Combustivel de automoveis,
solvente.
Querosene 175 — 235 Cii— Cus IIu_r[nnaga_\o, combustivel de
avides e jato.
Gasoleo leve 235 - 305 Ci13—Cy7 Diesel, fornos.
Gasoleo pesado 305 - 400 Cis—Czs combustivel, materia-prima
para lubrificantes.
Lubrificantes 400 - 510 C26 — Css Oleos lubrificantes
Residuo Acima de 510 Cas+ asfalto, piche,

impermeabilizantes.

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

Como ja citado, o petroleo € um combustivel fossil utilizado em varios
seguimentos industriais, sendo considerado a maior riqueza de diversos paises.
Sua origem € decorrente da decomposicdo de matéria organica junto aos
sedimentos, sob condigbes termoquimicas favoraveis para sua formagao
(SOUZA, 2010). A matéria organica € originada, fundamentalmente, de
microrganismos e algas (que formam o fitoplancton) ou por vegetais superiores,
sob condi¢cbes ndo-oxidantes em um ambiente de decomposi¢cdo composto de
sedimentos de baixa permeabilidade (ex. argila), de forma a inibir a acdo da agua
circulante em seu interior (THOMAS et al., 2001).

Apos a incorporacdo de matéria organica ao sedimento, ocorre 0 aumento
da carga sedimentar e da temperatura, iniciando, entdo, o processo de formacéo

(Figura 1) que passa pelos seguintes estagios evolutivos: diagénese,
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catagénese, metagénese e metamorfismo. No estagio de diagénese, em
temperaturas consideradas baixas (cerca de 65°C), ocorre atividade microbiana
gue transforma a matéria organica em querogénio, gerando metano bioquimico
ou biogénico. Dando continuidade ao processo, na catagénse, ocorre aumento
da temperatura para até 165°C, levando a quebra das moléculas de querogénio
resultando na geracdo de hidrocarbonetos liquidos e g4s. Na metagénese, a
temperatura sobe para 210°C, ocorrendo quebra das moléculas dos
hidrocarbonetos liquidos transformando-os em gas leve. Por fim, ocorre o
metamorfismo, que atraves da elevacao da temperatura o hidrocarboneto gerado
€ degradado, dando origem ao grafite, gas carbbnico e alguns residuos de
metano (THOMAS et al., 2001).

O processo que leva a formacdo do petroleo € desencadeado pela
interacdo desses fatores — matéria organica, sedimento e condicdes

termoquimicas apropriadas (THOMAS et al., 2001).

Figura 1 — Transformacéo termoquimica da matéria organica e a geracao do petréleo

Campos de Estagios de
existéncia transformacao
Gas bioquimico
Diagénese
o
T 604
g 5| Condensado
g g < Catagénese
g 5| Oleo 9
£ 3
= 15040
M Gas .
| termoquimico Metagénese
2104
TR CH, - CO, Metamorfismo

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

As jazidas de petroleo e gas natural sdo formadas quando a geologia do
terreno é favoravel, ou seja, quando o 6leo fica preso entre as camadas de
rochas impermedveis. Nas jazidas, a camada de petréleo é recoberta por uma
camada de gas natural que flutua sobre uma de agua salgada (agua de

formacdo), como ilustra a Figura 2. A extracdo € realizada por meio da

perfuracdo de pocos, por onde o petréleo jorra devido a pressdo dos gases.
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Contudo, quando a pressao € insuficiente, € necessério fazer o bombeamento
do 6leo (ALMEIDA, 2006).

Figura 2 — llustracdo da configuracao tipica de uma jazida de petréleo.

Gas

Petroleo

Agua de Formagéo

Fonte: Autora.

Independente da formacdo original, a extracdo de petrdleo € uma
atividade potencialmente poluidora. Dentre os processos poluidores, podemos
destacar a extracdo do petroleo tanto em zonas de producédo em terra (onshore)
quanto no mar (offshore) (MONDAL; WICKRAMASINGHE, 2008). No decorrer
das atividades offshore (Figura 3A), as principais interacbes entre 0 meio
ambiente e a operacédo da industria de petréleo e gas, ocorrem basicamente na
coluna d’agua e no sedimento. Os impactos na coluna d’agua se devem a fase
de perfuracao, decorrentes dos descartes operacionais. Ja o sedimento marinho
€ suscetivel a qualquer contaminante que precipite, apés o0 contato com o
ambiente aquatico. Ainda que o0s oceanos tenham alta capacidade de
redistribuicéo e diluicdo de contaminantes, esse compartimento, especialmente
o sedimento possui grande tendéncia de acumular particulas ao longo do tempo
(OGP, 2012 apud GOMES, 2014). Em atividades onshore (Figura 3B), as
principais alteracdes observadas no ambiente onde ocorrem as atividades de
exploracdo e producdo de petrdleo, sdo o desmatamento, destruicdo de
ecossistemas, contaminacdo quimica do solo e de corpos hidricos (como
contaminacao de aquiferos), restricdes a movimentacao de fauna silvestre, além
de riscos a saude e seguranca das populacbes do entorno, como o
deslocamento de comunidades (MONTEIRO; JERONIMO, 2012).
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Figura 3 — Tipos de extracéo de petréleo. (A) producdo em terra (onshore). (B) producéo
no mar (offshore).

Armazenamento 2 Equipamento no mar
-GN
o

Injecéo de agua I )

Agua do mar

Poco de extragao

Zona de produgao

Fonte: Adaptado de Xylem (2015).

Além disso, estas atividades produzem residuos aquosos chamados
aguas produzidas (AP) também conhecidas como agua de petréleo, sendo
responsavel pela maior parcela de residuos provenientes dos processos
produtivos de empresas petroliferas (FAKHRU’L-RAZI et al., 2009; GABARDO,
2007; MONDAL; WICKRAMASINGHE, 2008, VEIL et al., 2004).

Toda agua em contato com o recurso de hidrocarboneto presente em um
reservatério que é processada na superficie com o petréleo bruto ou gas natural
€ considerada como AP (VEIL et al., 2004). Rochas naturais em formacoes
subsuperficiais sdo normalmente permeadas com fluidos como agua, 6leo ou
gas, ou alguma combinacdo desses fluidos e, provavelmente as rochas das
formacdes de petrdleo estavam completamente saturadas com agua antes da
invasao e captura de petroleo (AMYX et al., 1960 apud VEIL et al., 2004). Como
mostrado na Figura 2, as rochas que constituem os reservatorios hormalmente
contém hidrocarbonetos de petroleo (liquido e gas) e agua, pois 0s
hidrocarbonetos menos densos migram para locais de captura, deslocando parte
da agua da formacao para se tornarem reservatorios de hidrocarbonetos. Esta
agua aprisionada de forma natural € denominada como “agua conata” ou “agua
de formacgao” e se torna agua produzida (AP) apenas quando o reservatorio é
perfurado e seus fluidos séo trazidos a superficie para producéo de petroleo. As

fontes dessa agua 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 producéo (VEIL et al., 2004).

A agua desempenha um papel extremamente importante durante a
producéo de petréleo e gas, sendo ela um elemento necessario para apoior a
perfuracao e fraturamento e, consequentemente, promover a producao adicional
em muitas formacdes. A AP é gerada a partir de todos os tipos de pocos de
petréleo e gas, onde o volume e as caracteristicas e perfil da taxa de fluxo variam
bastante na forma com que o petrdleo e gas sédo produzidos. A Tabela 2 mostra

exemplos da necessidade de agua e a consequente geracdo de AP para cada

tipo de producédo de empresas petroliferas (VEIL, 2015).

Tabela 2 - Comparacéo das necessidades de dgua e geracéo de Agua Produzida

Tipo de
producéo de
petréleo e gas

Necessidades de 4gua para
producéao

Agua Produzida Gerada

Oleo e Gas
Convencionais

- Necessidades modestas de
perfuracédo e necessidade
adicional de alguns pocos que
usam fraturamento hidraulico;
- Normalmente, é necessaria
muita agua para melhorar a
recuperacao a medida que o
campo amadurece.

- Baixo volume inicialmente;

- Aumento do volume ao longo do
tempo;

- Producéo de agua produzida ao
longo da vida.

Cama metano de
carvao

- Necessidades modestas de
fraturamento hidraulico.

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

Oleo e Gas de
Xisto

- Grandes necessidades de
fraturamento hidraulico.

- A taxa de retorno inicial é alta,
mas cai rapidamente para muito
baixa;

- Baixo retorno da vida util e
producédo de &gua produzida.

Petroleo Pesado

- Inundacéo de vapor para ajudar
a transferir 6leo pesado para os
pocos de producéo - A producdo
de vapor requer agua muito limpa
para a alimentacdo da caldeira.

- Grande parte das aguas
residuais resulta do vapor
injetado usado nas inunda¢des
de vapor.

Areias de 6leo

- Injecdo de vapor (ou agua)
usada em grandes volumes.

- Para métodos de producéo in
situ, um pouco de agua € agua de
formacao, mas grande parte € do
vapor injetado;

- Os métodos de producédo de
mineracao de areia de petroleo e
as etapas de processamento
subsequentes também geram
aguas residuais.

Fonte: Adaptado de Veil (2015).

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

(dgua de formacgéo), a composicao e caracteristicas das substancias quimicas
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gue ocorrem de forma natural na AP estéo relacionadas as particularidades de
cada reservatério no que diz respeito a formacao geoldgica, podend;;o conter
compostos complexos que variam de concentracdo entre pocos e ao longo da
vida de um pogo (NEFF; LEE; DEBLOIS, 2011). Dependendo da formacao
geoldgica que a AP é retirada, essa pode ser pelo menos quatro vezes mais
salgada que agua do mar, podendo conter metais, compostos radioativos entre
outros compostos (FARAG; HARPER, 2014). Assim, a AP € uma moistura
complexa composta por componentes de 6leo dissolvidos e dispersos, minerais
de formacéo, gases dissolvidos (como CO:ze H2S) e produtos sélidos, sendo que
a composicao organica e inorganica varia de acordo com a formagéo geoldgica
do poco e a vida util do reservatorio, assim como do tipo de hidrocarboneto
produzido (IGUNNU, CHEN, 2014; MURRAY-GULDE et al., 2003). Os principais
compostos encontrados na AP e suas concentracdes sao apresentados na
Tabela 3.

Tabela 3 - Principais componentes e sua concentragdo encontrada em amostras de
agua produzida de petréleo.

Parametro Concentragdo Referéncias
(mg/l)
Parametros
mais
importantes

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

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

(IGUNNU; CHEN; 2014; FAKHRU'L-RAZI et al, 2009;
NEFF; SAUER; HART, 2011.)

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

TOC 0-1500

Acidos 0.001 — 10000 (IGUNNU; CHEN; 2014; NEFF; SAUER; HART, 2011;
organicos totais ! - NEFF; LEE; DEBLOIS, 2011.)

Produtos
guimicos para
tratamento de
producéo
Glicol 7,7 —2000 (IGUNNU; CHEN, 2014; JOHNSEN et al., 2004.)

Inibidor de

~ 0,3-10 (IGUNNU; CHEN, 2014; JOHNSEN et al., 2004.)
corrosao
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Infs'(izgade 0,2-30 (IGUNNU; CHEN, 2014; JOHNSEN et al., 2004.)
BTEX
(OGP, 2002; NEFF; SAUER; HART, 2011; DOREA, et al.
Benzeno 0,032 - 778,51 2007: KHAN, et al. 2016.)
. (OGP, 2002; NEFF; SAUER; HART, 2011; DOREA, et al.
Etilbenzeno 0,026 — 399,84 2007: KHAN, et al. 2016.)
(OGP, 2002; NEFF; SAUER; HART, 2011; DOREA, et al.
Tolueno 0058586 5407. KHAN, et al. 2016.)
, (OGP, 2002; NEFF; SAUER; HART, 2011; DOREA, et al.
Xileno 001-1.29 5407 KHAN, et al. 2016.)
(OGP, 2002; TIBBETTS et al., 1992; OZGUN et al., 2013;
BTEX total 0,73-24,1 OREM et al, 2014.)
Outros
poluentes
Hidrocarbonetos 17 — 30 (NEFF; SAUER; HART, 2011; NEFF; LEE; DEBLOIS,
saturados 2011.)
- (NASIRI; JAFARI, 2017; FAKHRU'L-RAZI et al, 2009;
Oleoe graxas 2 —-560 OZGUN et al., 2013; CLUFF et al., 2014; WARNER et al.,
totais 2014; GREGORY; VIDIC; DZOMBAK, 2011.)
(IGUNNU; CHEN; 2014; NASIRI; JAFARI, 2017,
Fenol 0,001 -10.000  1\5gETTS etal, 1992; OZGUN et al., 2013.)
Metais
(TIBBETTS et al., 1992; BREIT; OTTON, 2002; KHAN, et
al. 2016; CLUFF et al., 2014; WARNER et al., 2014;
Na 0-150.000 GREGORY; VIDIC; DZOMBAK, 2011; YEUNG, ET AL,
2011; UTVIK, 1999; ALLEY et al; 2011.)
(TIBBETTS et al., 1992; KHAN, et al. 2016; CLUFF et al.,
Sy 0—6.250 2014; WARNER et al., 2014; GREGORY; VIDIC;
: DZOMBAK, 2011; YEUNG, ET AL, 2011; UTVIK, 1999;
ALLEY et al; 2011; FILLO; KORAIDO; EVANS, 1992.)
(TIBBETTS et al., 1992; CLUFF et al., 2014; WARNER et
Zn 0,01-35 al., 2014; GREGORY; VIDIC; DZOMBAK, 2011; YEUNG,
ET AL, 2011; UTVIK, 1999; ALLEY et al; 2011.)
(TIBBETTS et al., 1992; KHAN, et al. 2016; CLUFF et al.,
Li 0.038 — 64 2014; WARNER et al., 2014; GREGORY: VIDIC;
' DZOMBAK, 2011; YEUNG, ET AL, 2011; UTVIK, 1999;
ALLEY et al; 2011.)
(TIBBETTS et al., 1992; KHAN, et al. 2016; CLUFF et al.,
Al 0.4 — 410 2014; WARNER et al., 2014; GREGORY; VIDIC;
: DZOMBAK, 2011; YEUNG, ET AL, 2011; UTVIK, 1999;
ALLEY et al; 2011.)
(FAKHRU'L-RAZI et al, 2009; EKINS; VANNER;
As 0,002 - 11 FIREBRACE, 2007; CLUFF et al., 2014; WARNER et al.,
2014; GREGORY; VIDIC; DZOMBAK, 2011.)
(TIBBETTS et al., 1992; KHAN, et al. 2016; CLUFF et al.,
Ba 0 — 850 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—11 (TIBBETTS et al., 1992; CLUFF et al., 2014; WARNER et
et al., 2014; GREGORY; VIDIC; DZOMBAK, 2011.)
(TIBBETTS et al., 1992; CLUFF et al., 2014; WARNER et
Fe 0,1-1.100 al., 2014; GREGORY; VIDIC; DZOMBAK, 2011; YEUNG,

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

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

(TIBBETTS et al., 1992; FAKHRU'L-RAZI et al, 2009;

Pd 0,008 — 0,88 EKINS; VANNER; FIREBRACE, 2007; BHADJA; KUNDU,
2012.)

Ti 00107 (TIBBETTS et al., 1992; CLUFF et al., 2014; WARNER et

' ' al., 2014; GREGORY; VIDIC; DZOMBAK, 2011.)
QOutros ions

(TIBBETTS et al., 1992; KHAN, et al. 2016; CLUFF et al.,

Ba 5_o5 2014; WARNER et al., 2014; GREGORY; VIDIC;
DZOMBAK, 2011; YEUNG, ET AL, 2011; UTVIK, 1999;
ALLEY et al; 2011; FILLO; KORAIDO; EVANS, 1992.)
(TIBBETTS et al., 1992; BREIT; OTTON, 2002; CLUFF et

Ca?t 0 — 74.000 al., 2014; WARNER et al., 2014; GREGORY; VIDIC;

DZOMBAK, 2011; YEUNG, ET AL, 2011; UTVIK, 1999;
ALLEY et al; 2011.)

(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;

SO,* 0-15.000 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.)

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

(NASIRI; JAFARI, 2017; TIBBETTS et al., 1992; BREIT:;
HCO3s 0,15.000 OTTON, 2002; CLUFF et al., 2014; WARNER et al., 2014;
GREGORY; VIDIC; DZOMBAK, 2011.)

(TIBBETTS et al., 1992; BREIT; OTTON, 2002; CLUFF et
al., 2014: WARNER et al., 2014; GREGORY; VIDIC;

Cr 0-270.000  DZOMBAK, 2011; YEUNG, ET AL, 2011; UTVIK, 1999;
ALLEY et al; 2011; FILLO; KORAIDO; EVANS, 1992;
USEPA, 2000.)

COD = Demanda de oxigénio quimico; TSS = Sdélidos suspensos totais; TOC = carbono
organico total; TDS = sdlidos dissolvidos totais; BTEX = benzeno, tolueno, etilbenzeno e
xileno.

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

Nas operacoes de perfuracdo e extracdo, a AP é reutilizada visando
maximizar a producdo de Oleo e gas, assim, grandes quantidades destes
residuos contaminados sao produzidas contendo metais (Cd, Cr, Cu, Pb, Hg, Ag,
Ni, Zn); compostos organicos como benzeno, tolueno, xileno, fenol; compostos
aromaticos halogenados, como cloroférmio e tricloroetileno, além de sélidos
dissolvidos/suspensos (FAKHRU’L-RAZI et al., 2009). Outro processo bastante
comum na extracdo de petroleo é a reinjecao de AP, visando a manutencédo da
pressdo ou com a finalidade da maximizagdo da produgdo (NEFF; LEE;
DEBLOIS, 2011; VEIL, 2004). Para tanto, as industrias adicionam altas
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guantidades de outros produtos quimicos toxicos, para recuperacdo do 6leo
presente na dgua, tais como inibidores de corroséo e incrusta¢do, metanol, glicol,
polieletrolitos, além de uma mistura complexa de compostos organicos e
inorganicos, que variam ao longo da vida Gtil do poco (ROCHA et al., 2012).

Adicionalmente, no processo de separacdo de 6leo/agua séo inseridos
aditivos quimicos, que sao misturas complexas de varios compostos
moleculares. Essas misturas podem incluir inibidores de corrosdo e
absorvedores de oxigénio para reduzir a corroséo do equipamento; inibidores de
escala para limitar os depdésitos de incrustacdes minerais; biocidas para mitigar
as incrustacdes bacterianas; disjuntores de emulséo e clarificadores para
guebrar a emulsdo de agua em 6leo; coagulantes, floculantes e clarificadores
para remocao de solidos; e solventes para reduzir os depdsitos de parafina
(CLINE, 1998, apud VEIL et al., 2004).

Frente ao exposto, esta dgua residuaria € uma mistura extremamente
complexa de diversas classes quimicas, sendo considerada como um
subproduto produzido por industrias de produgao de petréleo e gas (FAKHRU’L-
RAZI et al., 2009), sendo, geralmente, tratada pela industria como um residuo
de descarte. Dentre as praticas mais comuns do gerenciamento da AP, destaca-
se a aplicacdo ou descarga em solo, injecdo na subsuperficie e o transporte
externo. A aplicacéo ou descarga em terra € um método de descarte considerado
barato, entretanto, s6 pode ocorrer caso esse residuo possua uma qualidade
relativamente boa, visando reduzir a contaminac¢ao do solo, agua e vegetacéao
do entorno. A injecao subsuperficial € a alternativa preferencial da industria para
o descarte da AP, porém, em alguns casos a reinjecdo nao € viavel e/ou néao
pode ser realizada porque a formacao subsuperficial ndo tem capacidade para
receber a agua. Nesse caso, o transporte para instalacdes externas e reinjecao
em outros poc¢os podem ser alternativas, pois, essas instalagdes normalmente
localizam-se proximas a uma formacao geoldgica passivel de ser aceptora e
viadvel para a injecdo, porém, seu transporte é de custo relativamente alto para a
industria (GUERRA; DAHM; DUNDORF, 2011).

O volume de AP gerado nos processos petroliferos é dependente da
guantidade de agua de formacéao presente no interior de um reservatorio, assim
como do adicional de 4gua que é injetado no reservatorio para forcar o 6leo a

superficie. Esse volume, porém, ndo permanece constante ao longo da extracéao,
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a medida que o poco sofre maturacao (envelhece), a quantidade de AP aumenta,
podendo ser estimada numa relacdo agua/éleo de cerca de 3:1, ou seja, quase
70% em AP, tornando a producao de agua residuaria varias vezes maior que o
de Oleo e/ou gas (Figura 4) (CODAY et al., 2014; FAKHRU’L-RAZI et al., 2009;
WANDERA; WICKRAMASINGHE; HUSSON, 2011).

Figura 4 — Volume diario de Agua Produzida de Petroleo em terra e no mar em
comparac¢dao a producéo toatal de 6leo de 1992 a 2014.
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Fonte: Adaptado de ZHENG et al. (2016)

Dentro deste contexto, o grande volume de AP gerado considerando a
intensa extracdo de petroleo, somados a diversidade de estruturas quimicas e
toxicidade presentes em sua constituicao, além da falta de conhecimento a longo
prazo quanto 0s possiveis impactos ecolégicos que possam ser produzidos,
tornaram o descarte de aguas produzidas de petréleo um problema ambiental
gue tem despertado a preocupacdo da comunidade cientifica nos ultimos anos
(BAKKE; KLUNGS@YR; SANNI, 2013).

1.1.1 Impacto ambiental gerado pelo descarte de AP
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O ambiente aquético é extremamente complexo e diverso, pois
compreende Varios tipos de ecossistemas, tais como rios, lagos, estuérios e
oceanos. Todos esses ecossistemas sdo considerados como produtos
dindmicos de interagcdes entre seus componentes bidticos e abibticos presentes
em cada um deles. Caso ocorra uma contaminacdo desses ecossistemas,
muitas vezes seus danos podem ser imensuraveis ou até mesmo irreparaveis,
devido a vulnerabilidade dos organismos ali presentes, sua representatividade
biolégica, além da interacdo entre seus componentes (COSTA et al., 2008).

Os problemas ambientais induzidos pelo descarte da AP sao relatados
desde quando os primeiros pocos de petrdleo e gas foram perfurados, em
meados do século XIX (GUERRA; DAHM; DUNDORF, 2011). Em todas as
regides onde o petrdleo e 0 gas sao produzidos, ocorrem efeitos ambientais em
decorréncia do descarte da agua produzida e, dentre os efeitos mais
significativos podemos destacar: (i) a degradacdo da qualidade da 4gua do solo
e da superficie; (ii)) morte de plantas e alteracdo da textura do solo; (iii) erosao
resultante dos solos e assoreamento de cursos d'agua préximos; (iv)
contaminacao de equipamentos de producédo e solos por aguas produzidas por
radio e iodo; e (v) efeitos adversos nos ecossistemas (OTTON, 2006).

O impacto ambiental decorrente do descarte da agua produzida é
determinado pela toxicidade e quantidade dos constituintes presentes. Alguns
destes compostos podem ser removidos ou ter sua concentragao reduzida no
meio em que se encontra, devido a decomposicdo, evaporacao, transformacao
em compostos com menor toxicidade ou até mesmo, por meio de deposi¢cdo em
sedimentos. No entanto, a maior preocupacao € quanto a parcela dos compostos
toxicos que permanece soluvel em agua, sendo passivel de interacdo direta com
a biota aquatica (FAKHRU’L-RAZI et al., 2009). Em muitos casos, esse residuo
passa por tratamento para posterior descarte no ambiente (NEFF; LEE;
DEBLOIS, 2011), porém, mesmo apods o tratamento, a AP pode ainda conter
contaminantes que podem ser toxicos a biota aquatica, representando uma
ameaca a sua saude e a biodiversidade (FARMEN et al., 2010).

Assim, o descarte de AP ndo tratadas ou apds tratamento ineficiente pode
ser prejudicial ao ambiente, pois podem conter niveis elevados de ions
dissolvidos (sais), hidrocarbonetos e oligoelementos (GUERRA; DAHM,;

DUNDORF, 2011). Dentre os ions dissolvidos, 0 sédio € o cation mais comum
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encontrado nas APs e, caso esse residuo entre em contato com o solo, o
excesso de sodio pode causar deficiéncia em outros cétions em plantas, pois
guando o sédio encontra-se em altos niveis, compete com o célcio, magnésio e
potédssio na absor¢éo pelas raizes (GUERRA; DAHM; DUNDORF, 2011). Além
disso, niveis elevados de sodio também podem inibir a infiltracdo de agua no
solo, devido a altera¢gBes na estrutura e retencdo das moléculas de agua (DAVIS;
WASKOM; BAUDER, 2007).

Ainda, se a AP tratada for utilizada na irrigacdo, deve-se levar em
consideracdo que esta pode infiltrar em fontes de &guas subterraneas
localizadas proximas a superficie, podendo contaminar este recurso.
Adicionalmente, o acumulo do mineral decorrente da troca ibnica subsuperficial
pode alterar a qualidade da agua dos aquiferos subjacentes rasos (GUERRA;
DAHM; DUNDOREF, 2011).

Oligoelementos, incluindo boro, litio, bromo, flGor e radio podem ocorrer
em concentracdes elevadas em algumas APs. Muitos destes oligoelementos séo
fitotoxicos e possuem a capacidade de se adsorver ao solo, podendo
permanecer neste compartimento apos a agua salina ter sido removida. Além
disso, lodos contendo radio sdo encontrados em equipamentos de campo
petrolifero que sao descartados em solos, representado, desta forma, riscos
adicionais ao ecossistemas e a saude humana (GUERRA; DAHM; DUNDOREF,
2011).

Frente ao exposto, a presenca de compostos quimicos diversos em
amostras de AP, pode representar uma ameaca a biota aquatica quando
descartada nos recursos hidricos, ou como dito anteriormente, quando ela é
usada para irrigacdo podendo acarretar diversos problemas ao solo e as culturas
(VEIL et al., 2004).

Devido & grande variedade de produtos quimicos em diferentes
concentracfes presentes na AP, é dificil definir o potencial toxico de uma
determinada amostra deste efluente, sendo neste caso impossivel descrever
individualmente a toxidade dos varios componentes presentes e, posteriormente,
tentar estimar a toxicidade da mistura constituinte da AP (HOLDWAY, 2002). A
identificacdo precisa de quais compostos ou classe de compostos séo

responsaveis pela toxicidade de uma determinada amostra de AP é um dos
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grandes obstaculos na avaliacdo, monitoramento e gerenciamento desta mistura
complexa (BRETAS, 2011).

Perante a crescente exploracdo dos recursos fésseis pela industria
petrolifera, tornam-se necessarios mais estudos sobre as caracteristicas
toxicoldgicas dos residuos gerados (AP) por esse seguimento, assim como o
desenvolvimento de pesquisas que contribuam com a manutencéo e integridade
da biota afetada (BRETAS, 2011), por meio de tratamentos eficazes.
Considerando que a demanda global de energia até 2040 aumentara em até
37%, impulsionando o petréleo, o carvdo e o0 gas natural como as principais
fontes de energia da civilizacdo moderna, espera-se como consequéncia, um
aumento no volume de aguas residuais (Agua de petréleo), geradas pela
industria petrolifera, estimado em 437 milhdes 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 langcamento desses

residuos.
1.1.2 Formas alternativas de tratamento da AP

Os métodos convencionais normalmente empregados para tratar a AP
sao filtracao, flotacdo e membrana de separacédo (DENG et al., 2005), ou por
processos quimicos, fisicos, bioldgicos e por membranas (Figura 5) (NASIRI;
JAFARI; PARNIANKHOY, 2017) processos esses que envolvem apenas a
transferéncia de fase, mas néo a eliminagdo ou degradacdo dos compostos
presentes na AP. Estes tratamentos convencionais muitas vezes ndo séo
suficientes para a remoc¢éo/degradacdo dos contaminantes presentes, devido a
complexidade e toxicidade de diferentes compostos existentes em uma unica
amostra, sendo, portanto, necessaria a utilizacdo de processos mais complexos
e sofisticados (BRITO et al. 2019) como os processos oxidativos avancados

(POASs) ou materiais adsorventes como a vermiculita.
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Figura 5 — Principais técnicas utlizadas para tratamento da Agua Produzida de Petréleo
(AP).

Tratamento
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Tratamento AG UA Tratamento
quimico PRODUZIDA biolégico
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Fonte: Adaptado de Nasiri, Jafari e Parniankhoy (2017).

1.1.2.1 Procesos Oxidativos Avancados (POAS)

Recentemente, alguns autores vém investigando os POAs como
alternativa para o tratamento de AP, como por exemplo o tratamento
fotocatalitico quimico e eletroquimico dos compostos organicos presentes na
agua. Dentre eles, podemos destacar trabalhos que utilizaram a oxidacao
eletroquimica de AP utlizando anodos de oxido metalico (RAMALHO;
MARTINEZ-HUITLE; SILVA, 2010; SANTOS; DEZOTTI; DUTRA, 2013),
oxidagao fotocatalitica (ADAMS; CAMPBELL; ROBERTSON, 2008) e oxidagao
fotoeletrocatalitica utilizando semicondutoes de TiO2 (JARAMILLO-GUTIERREZ
et al., 2016; LI et al., 2006).

Neste trabalho, foram avaliadas as técnicas de fotocatalise,

fotoeletrocatdlise, ozonizagao e ozonizagao fotoeletrocatalitica.
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Os POAs consistem na geracao de espécies muito reativas, como radicais
hidroxila (*OH) a partir do H202, que oxidam uma variedade de poluentes de
maneira rapida e ndo seletiva, sendo esta uma caracteristica muito importante
para o tratamento de amostras aquosas complexas, podendo ser uma solucao
ambiental eficiente (ANDREOZZI et al., 1999, FUKUNAGA, 2003). A fotocatalise
€ um processo pelo qual ocorre a excitacdo com luz de energia maior que o band
gap (Eg), ou seja, a quantidade de energia necessaria para que o semicondutor
possa conduzir corrente elétrica, ocasionando a geracdo de pares de
elétron/lacuna (e-/h+), de forma a aprisionar elétrons e lacunas pelas espécies
adsorvidas, ocorrendo reacBes redox entre espécies adsorvidas e cargas
fotogeradoras e dessorcdo dos produtos da reacdo reduz, seguida da
regeneracao do semicondutor (ZIOLLI; JARDIM, 1998).

A oxidacao fotoeletroquimica (fotoeletrocatalise) é a juncdo das
tecnologias eletroquimicas e fotoquimicas, utilizada para aumentar a eficiéncia
na degradacdo de poluentes organicos da fotocatalise. A vantagem da
fotoeletrocatdlise em relacéo a catdlise € a aplicagdo de um potencial através de
um fotoeletrodo no qual o catalisador esta apoiado. Essa configuracdo permite a
separagao mais efetiva das cargas geradas, tornando maior o tempo de vida dos
pares de elétrons-lacunas, aumentando assim, a eficiéncia do processo, sendo
baseado na reacado fotoquimica que acontece na superficie do TiO2 sob um féton
incidente de luz UV com energia hv (OSUGI et al., 2005; ZANONI; SENE;
ANDERSON, 2003).

O ozbnio € considerado um oxidante poderoso e o tratamento de agua e
aguas residuais utilizando esta substancia € conhecido como ozonizacdo. O
0zoOnio pode reagir com poluentes organicos por meio de acdo direta (de forma
seletiva e relativamente lenta) devido a oxidacdo do ozdénio molecular, ou de
forma indireta (de maneira oxidativa mais rapida e ndo seletiva) quando radicais
*OH séao gerados pela decomposig¢ao de ozoOnio, essa agao indireta também é
denominada como ozonizac¢ao catalitica, ou seja, também é um POA. Ao final do
tratamento, ocorre a formacdo de compostos recalcitrantes devido a
decomposicdo do ozobnio, que € dependente do pH, dos catalizadores e da
irradiacdo UV (AGUSTINA; ANG; VAREEK, 2005; BESSEGATO et al., 2016;
NAWROCKI; KASPRZYK-HORDERN, 2010).
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O processo de ozonizacdo fotoeletrocatalitica € a combinacdo da
fotoeletrocatalise utilizando eletrodo TiO2NT e a ozonizacdo (Os), sendo
considerado um tratamento eficiente, capaz de promover uma maior degradacéo
e mineralizacdo de compostos organicos em agua residuais. Umas das
desvantagens do tratamento por fotoeletrocatalise € a baixa degradacdo de
compostos altamente concentrados, assim, a adicdo/combinacdo a ozonizacao
pode suprir essa deficiéncia, 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 € o nome mineraldgico dado ao silicato laminar hidratado de
ions de magnésio, aluminio e ferro (DUMAN; TUNC, 2008, DUMAN; TUNGC;
POLAT, 2015). E um mineral expansivel (2:1) que se forma a partir da alteracéo
de mica (DUMAN; TUNC, 2008). Como pode ser observado em sua estrutura
(Figura 6), esse mineral é composto por diversos 6xidos metalicos. Além disso,
ndo ocorre a alteracdo da estrutura cristalina com a adicdo de cations e
moléculas a camada, onde pode haver uma possivel alteracdo no seu grau de
cristalinidade ap6s adicdo de ions e remoc¢do de agua através de tratamento
térmico, que é necessario para sua capacidade adsortiva (BALEK et al., 2007;
DUMAN; TUNC, 2008; MOUZDAHIR et al. 2009; VALKOV; SIMHA, 2012).

A vermiculita possui capacidade de troca catibnica muito alta (120-150
meq/100 g) devido a substituicGes de Mg?* e Fe?* em vez de AI** nas posicdes
octaédricas e, em maior grau, a substituicdes de AI** em local de Si** nas
posicdes tetraédricas. Além disso, a vermiculita incha menos que as smecitas
em decorréncia 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 &guas industriais e de processamento de dguas residuais a fim
de se evitar a liberacao de poluentes (MALANDRINO et al., 2006).

A vermiculita pode adsorver metais pesados e outros poluentes por meio
de dois mecanismos diferentes: 1) troca catidnica nos locais planares, resultante
das interacgdes entre ions metélicos e carga permanente negativa (complexos da

esfera externa), e (2) formacédo de complexos da esfera interna por meio dos
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grupos SirO" e AI'O" nas bordas dos componentes de argila (MERCIER;
DETELLIER, 1995; KRAEPIEL; KELLER; MOREL, 1999).

A vermiculita é comercializada na forma expandida em diferentes
granulacdes e empregada em diversos setores industriais, como por exemplo,
na agricultura e horticultura, visando reter e carrear agua para o condicionamento
de solos; na construcdo civil na fabricacdo de blocos e placas e isolamento
térmico e acustico e revestimento de paredes, na fabricacédo de de embalagens
e produtos industrializados. No ambiente, vem sendo pesquisada na remediagao
de solos contaminados de derivados de petrdleo, na adsorcdo de metais
pesados e remocdo de contaminantes organicos e na purificacdo de agua
residuarias contendo sais (UGARTE; MONTE, 2005).

Figura 6 — Estrutura da vermiculita, empregada no tratamento de amostras de agua

produzida de petréleo.
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Fonte: Adaptado de Duman e Tung (2008)
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1.2 Organimos aquéaticos utilizados em ensaios ecotoxicoldgicos

Ecossistemas aquaticos possuem caracteristicas especificas, dentre elas
0 aceleramento da taxa de transferéncia de nutrientes e metabdlitos por meio de
membranas celulares, ocasionando a potencializacdo da absorcdo e
transformacao de matéria pelos organismos aquaticos. Além disso, a dinamica
de processos biogeoquimicos (ciclagem de nutrientes) € mais veloz, tendo como
consequéncia elevadas taxas de produtividade primaria. Outra caracteristica
bastante importante € a viscosidade da agua, pois através dela ocorre a alta
mobilidade de organismos aquaticos (ex. peixes) ou a locomog¢éo quase que
totalmente através do movimento de massas de agua. As propriedades fisicas
da agua, como calor especifico e indice de refracdo luminosa, sdo importantes
para determinacdes espaciais (principalmente verticais) na distribuicdo térmica
e luminosa no ambiente aquatico, o que impacta diretamente a distribuicdo dos
organismos no ambiente. Por fim, a fluidez da agua junto a sua capacidade de
solubilizacéo, determinam em geral, que barreiras a dispersao sejam tipicamente
fracas entre varios habitats do ambiente aquético, proporcionando uma dinamica
na troca de nutrientes e de substancias quimicas, além da maior movimentacao
de propagulos (ESTEVES; CALIMAN, 2011).

Segundo Esteves e Caliman (2011), os meios aquaticos possuem
diversos compartimentos, como por exemplo os lagos que séo divididos em:
regido litoranea ou riparia, regido limnética ou pelagica, regido benténica e
interface agua-ar. Entretanto, essa classificacdo é apenas didatica, pois, esses
compartimentos ndo sao isolados dentro do ecossistema aquatico, convivendo
em constante interagdo com trocas de matérias e energia. Portanto, no caso de
uma contaminacdo ambiental por substancias quimicas, pode ocorrer impacto
direto ou indireto em todo um ecossistema aquatico, podendo atingir propor¢des
inesperadamente complexas.

A dispersdo de um contaminante no ambiente aquético € mais complexa
gue na atmosfera. Existem muitas diferencas no volume de diluicéo,
caracteristica de mistura e velocidade de transporte entre os diferentes
compartimentos aquaticos (rios, lagos, mares, estuarios e oceanos) tornando
uma abordagem geral mais dificil. Portanto, além das interagbes de

contaminantes com os componentes abidticos do ambiente também ocorre a
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interacdo mais ativa com a biosfera, o que facilita a transferéncia do
contaminante para o meio biotico do sistema (SISINNO; MOREIRA, 2013).

Para avaliacdo de contamina¢gBes de meios aquéticos sdo realizados
analises da qualidade de agua e da carga poluidora de efluentes e outras
amostras aquosas. Para tanto, frequentemente séo utilizadas as analises fisico-
guimicas como demanda quimica de oxigénio (DQO), demanda bioquimica de
oxigénio (DBO), solidos em suspensao, entre outros parametros de carater
organico e inorganico, cujos limites sdo estabelecidos de acordo com a
legislacdo ambiental vigente. No entanto, esses parametros sao muito
abrangentes e ndo sao suficientes para determinar o potencial toxico de um
contaminante, ou seja, nao conseguem distinguir entre substancias
potencialmente toxicas aos sistemas biolégicos daquelas que apresentam baixo
risco. Desta forma, € necessaria a complementacdo dos dados analiticos
empregando testes de ecotoxicidade na avaliacdo do risco ambiental por
contaminantes (COSTA et al., 2008).

Os testes ecotoxicolégicos séo realizados com organismos indicadores,
sensiveis a substancias quimicas, avaliados através de alteracbes
(morfoldgicas, fisiologicas ou comportamentais) apds a exposicdo a
contaminantes ambientais. Essas exposi¢cOes sao realizadas com diferentes
concentracfes da amostra a ser testada por um periodo controlado, podendo ser
realizadas em exposi¢cdes agudas ou crénicas. A exposicao a um agente toxico
€ considerada aguda quando ocorre em Unico evento ou em curto periodo de
tempo, por outro lado, na cronica a exposi¢cao ao agente toxico ocorre de forma
gradativa ao longo da vida do organismo, geralmente em baixas concentragdes
(MAGALHAES; FERRAO, 2008).

Segundo Domingues e Bertoletti (2006), os organismos aquaticos
utilizados em ensaios ecotoxicoldgicos devem pertencer a grupos taxionémicos
representativos do ecossistema, sendo recomendavel a utilizacdo de
organismos de diferentes niveis troficos distintos, para que se possa obter uma
indicacdo da variabilidade natural da sensibilidade dos organismos.

Diferentes organismos (vertebrados e invertebrados) podem ser utilizados
na avaliacao ecotoxicolégica, entretanto é recomendavel que tenha seletividade
constante e elevada ao contaminante, grande disponibilidade e abundéancia,

estabilidade genética, biologia conhecida, representatividade no seu nivel trofico
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e relevancia ambiental, além da necessidade de facil cultivo e de adaptacéo as
condicdes em laboratério. Dentre os organismos-teste mais utilizados podemos
citar: algas, crustaceos, bactérias e peixes (DOMINGUES; BERTOLETTI, 2006).

Como citado anteriormente, a avaliacdo ecotoxicolégica de
contaminacdes ambientais deve ser realizada com organismos de diferentes
niveis tréficos. Desta forma, existem discussdes sobre o uso ético de organismos
em teste laboratoriais, principalmente o uso de vertebrados (SCHOLZ et al.,
2008; SCHOLZ et al., 2013). Em decorréncia disso, ha um forte debate para
utilizacdo de métodos alternativos a experimentacdo animal (BRAUNBECK et
al., 2005; LAMMER et al., 2009; EMBRY et al., 2010; SCHOLZ et al., 2013;
BUSQUET et al., 2014), desta forma, o principio 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 niveis tréficos:
Danio rerio (estagio 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
1A S ,

o

Fonte: https:/aunalytics.org/can-zebraﬁsh-édsbe-met—in-captivity/

Neste trabalho forma utilizados peixes da espécie Danio rerio (Figura 7),
pertencentes a Familia Cyprinidae, originarios da india e do Paquistdo que
possuem ampla distribuicdo geografica com habitos alimentares amnivoro. O
Danio rerio também é conhecido como zebrafish (home difundido na comunidade

cientifica), peixe zebra ou paulistinha (ABNT, 2016).
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O zebrafish € um modelo animal importante para os estudos de
desenvolvimento de vertebrados e funcbes genéticas relacionadas, além de
estudos ecotoxicoldgicos. Devido ao rapido desenvolvimento e sensibilidade dos
embrides, sdo considerados como bons organismos-teste para determinacao da
toxicidade aguda a contaminantes ambientais. Nos Ultimos anos, o teste com o
embrido deste peixe tem sido incentivado, pois € visto como um substituto para
o teste agudo com o peixe adulto, de acordo com a regulamentac¢éo europeia de
protecdo aos animais utilizados para fins experimentais, pois os testes com
embrides de zebrafish de até 120h s&o considerados como testes alternativos in
vitro (BRAUNBECK et al., 2005; COUNCIL DIRECTIVE 86/609/EEC 1986;
NAGEL, 2002).

Dentre as vantagens da utilizacdo deste peixe, citam-se seu
desenvolvimento rapido (Figura 8), bem caracterizado e muito similar ao de
outros vertebrados (incluindo os humanos); desenvolvimento embrionario
externo e transparente protegido por um corion também transparente, o que
permite 0o monitoramento facil das mudancas morfoloégicas por
estereomicroscopia (HOWE et al., 2013). Ainda como vantagens, podemos
destacar a alta taxa de reproducédo, considerando que uma Unica fémea pode
produzir em média 100 a 300 ovos em cada reproducdo. Além disso, 0 peixe
adulto possui apenas 3 cm de comprimento, o que facilita seu cultivo pois néo
necessita grandes espacos. Suas larvas possuem apenas 1 a 4 mm de
comprimento, e podem viver até sete dias em unico poco de placa de 6 ou 24
pocos sobrevivendo apenas com os nutrientes armazenados no saco vitelinico.
Adicionalmente, trata-se de um modelo com facilidade de aplicacdo e avaliacdo
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).

37



Capitulo 1 — Introdugao

Figura 8 — Estagios de desenvolvimento embrionario do zebrafish até 144 horas pés
fertilizacao (hpf).
pf 48 hpf

Fonte: Autora

Considerando a provavel constituicdo da agua de petréleo (AP), podendo
conter metais, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAP), além de
compostos radioativos, neste trabalho, foi utilizado o Fish Embryo Test (FET)
proposto por Nagel (2002) com algumas adaptacdes, baseado na OECD (n° 236)
para a avaliacdo da eficiéncia dos tratamentos na remocéo da toxicidade das
amostras em questdo. Este ensaio € capaz de detectar uma ampla gama de
efeitos toxicos, desde efeitos letais até subletais como capacidade de ecloséo,
pigmentacdo, batimentos cardiacos, curvatura da cauda, edemas cardiacos e
oculares, entre diversos outros por meio de observacdes visuais de

malformacdes embrionéarias (OECD, 2013).
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1.2.1.2 Vibrio fischeri

Figura 9 —__I?I_acas de petri con_t‘endo colonias de Vibrio fischeri

Bioensaios bacterianos, normalmente, ocorrem em cinco categorias:

crescimento populacional, consumo de substrato, respiracdo, luminescéncia
relcionada a sintese de ATP e ensaios de inibicdo de bioluminescéncia. Dentre
as espécies mais utilizadas para os testes de bioluminescéncia, destaca-se a
Vibrio fischeri, Photobacterium phosphoreum, Vibrio harveyi e Pseudomonas
fluorescens, ja nos ensaios de inibicdo metabdlica 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 rapidos e simples (PARVEZ et al., 2006).

A Vibrio fischeri (Figura 9), também conhecida como Photobacterium
fisheri, € uma bactéria gram-negativa, com formato de bastonete, flagelada e néo
patogénica, distribuida de forma onipresente em ambientes marinhos
subtropicais e temperados (ABBAS et al., 2018). E considerado um organismo
de vida livre (plancténico) ou como um colonizador do 6rgéo reprodutor de luz
(fotéforo) em lulas e peixes como um simbionte amutuistico (RUBY; NEALSON,
1976), que ocasiona a luminescéscia do organismo tanto para camuflagem como
para predacao (RUBY; MCFALL-NGAI, 1999). Essa bactéria é frequentemente
utilizada em ensaios ecotoxicolégicos na avaliacdo da toxicidade aguda de
substancias.

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 bioluminescéncia com Vibrio fischeri como

um dos mais sensiveis para uma ampla gama de produtos quimicos quando
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comparado com outros ensaios bacterianos (FARRE 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 Iluz quando oxidam simultaneamente
riboflavina 5 — fosfato (FMNH2) e um aldeido de cadeia longa (RCHO) na
presenca de oxigénio. A emissdo da luz pela bactéria é resultante da reacéo da
molécula de flavina que fica eletronicamente excitada e, em seguida, ocorre a
emissao da fluorescéncia por meio do retorno do elétron ao seu estado inicial. A
bactéria V. fischeri apenas reduz sua producdo de luz na presenca de um
composto téxico que altere ou iniba seu processo de producéo.

Microtox® € um teste de toxidade aguda com a bactéria marinha Vibrio
fischeri NRRL B 11177 baseado na inibigdo de bioluminescéncia 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 exposicdo da bactéria V. fischeri a diferentes
concentracOes da amostra a ser testada. Se houver uma relacdo dose-resposta
entre as concentracdes da solucdes teste e a luz emanada em relagdo ao
controle, ocorre uma reducéo da emissao dessa luz, e o efeito é quantificado. A
medida da intensidade da luminescéncia emitida pela V. fischeri € 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 necessaria, relevancia ecoldgica, sensibilidade, reprodutibilidade e
padronizacdo do teste. O Microtox® pode ser usado para testar amostras
liquidas e solidas visando: (i) avaliacdo da toxicidade dos compostos puros; (ii)
monitorizacdo das aguas superficiais ou aguas residuais; (iii) controle da
qgualidade do fluxo de dgua nas esta¢fes de tratamento de dguas residuais; (iv)
ensaio de amostras ambientais solidas (solo ou sedimentos) ou extraidas de

matrizes liquidas ou extratos salinos); (v) estudar a toxicidade de substancias
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liberadas pela degradacédo de materiais; e (vi) controlar as acdes de mediacéo
do solo e do sedimento (GHIRARDINI et al., 2009).

1.2.1.3 Daphnia similis e Daphnia magna

Figura 10 — Microcrustaceo Daphnia similis

Fonte: Autora

O g¢género Daphnia (Figura 10) compreende microcrustaceos
zooplanctdnicos, organismos muito sensiveis a contaminantes ambientais. Por
isso, esses claddceros sao bastante empregados em ensaios ecotoxicoldgicos
em decorréncia da sua pequena estrutura, alta sensibilidade a diversas
substancias téxicas, ampla distribuicdo geografica, elevada densidade e
crescimento populacional acelerado (GUTIERREZ; PAGGI; GAGNETEN, 2012;
SARMA; NANDINI, 2006).

Os daphnideos (Crustacea, Cladocera) sdo popularmente chamados de
pulga d’agua, sendo este um organismo aquatico filtrador que ocupa papel
imprescindivel 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 agua de recursos hidricos. Dentre
0S ensaios ecotoxicolégicos 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 crbnica
(ARAGAO; ARAUJO, 2006).

Em testes ecotoxicolégicos € recomendada a utilizacdo de espécies
temperadas como a Daphnia magna e a Daphnia pulex. Porém, também é
possivel utilizar outras espécies, como a Daphnia similis, desde que também

sejam sensiveis. 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 Laboratério de
Ecotoxicologia Aquatica da CETESB, inseriu a espécie D. similis como um
organismo-teste, ndo s6 devido as vantagens citadas acima, mas também
devido ao fato de que a espécie D. similis, embora néo seja nativa do Brasil, é
mais bem adaptada a baixa dureza da agua do estado de S&o Paulo, quando
comparada a D. magna (BURATINI, BERTOLETTI, ZAGATTO, 2004). Além
disso, a Associacao Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) recomenda o uso da
D. similis como um organismo-teste em ensaios ecotoxicolégicos 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 0 organismo
também é normatizado pela Organization for Economic Cooperation and
Development (OECD), o que possibilita a comparacdo de resultados com
diversos estudos realizados pelo mundo (OECD, 1997).

Diversos trabalhos utilizaram a D. similis em ensaios ecotoxicologicos
(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 € um bom organismo na avaliacdo da
toxicidade aguda devido a sensibilidade apresentada a diversas substancias,

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) € uma espécie aquatica durante os

estagios iniciais de desenvolvimento amplamente utilizada em estudos de
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ecotoxicidade, sendo considerada uma espécie padrdo para avaliacdo da
contaminacdo de agua e sedimento (CAMPOS et al, 2017). Chironomidae é a
familia dipterana mais amplamente distribuida pelo globo e suas larvas estao
presentes em diversos habitats, tais como terrestres e aquaticos (marinhos e de
agua doce) (TAENZLER et al. 2007; SERRA et al., 2016), tendo uma populacéo
estimada em 15 mil espécies (ARMITAGE et al., 1995).

Os chironomideos, também conhecidos como mosquitos nao-carnudos,
possuem ciclo de vida em quatro estagios de metamorfose: ovos, larvas (quatro
estagios) e pupas na agua e um estagio adulto terrestre (ARMITAGE;
CRANSTON; PINDER, 2012; HALPERN; SENDEROVICH, 2015, BELEZA et al.,
2019). Cerca de 90% da vida de um chironomideo é na fase aquatica
(TAENZLER et al., 2007). Em condi¢Ges laboratoriais o C. riparius emerge entre
15 e 17 dias apos o primeiro estagio (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 fémeas através do fenomeno
de protandria (TAENZLER et al., 2007). Existem diversos fatores que tornam o
Chironomus riparius como organismo modelo recomendado para avaliar a
toxicidade dos poluentes aquaticos, tais como pequeno tamanho, tempo de
geracao curto e facilidade de cultura em condi¢Bes de laboratorio (OCDE 235,
2011).

Esses organismos sao considerados macroinvertebrados aquaticos e sdo
essenciais para o funcionamento de ecossistemas aquaticos, pois atuam nos
processos ecoldgicos de transferéncia de energia e de ciclagem de nutrientes,
além de possuirem papel crucial na movimentacdo de contaminantes presentes
no sedimento (PERY et al. 2002; KUHLMANN et al., 2012). As larvas de
guironomideos séo predadoras, assim como também sdo presas importantes
para outros macroinvertebrados, invertebrados e vertebrados (HOLKER, STIEF,
2005 ; XIE et al., 2019).

Estes mosquitos sé@o bons indicadores da qualidade de recursos hidricos,
pois podem viver em situacdes extremas, respondendo aos impactos de origem
antrépica. Por serem individuos de mobilidade reduzida e estarem associadas
ao sedimento (durante o periodo larval e pupas), os chironomideos sédo 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
aquatico (KUHLMANN et al., 2012).

1.2.1.5 Dugesia tigrina

Figura 12 —Organismo Dugesia tigrina

Fonte: Autora

Planéaria de agua doce (Figura 12) € um termo comumente utilizado para
se referir a uma ampla gama de membros de agua doce e de vida livre do
tradicional taxon Tubellaria em Platelmintes, especialmente aqueles da ordem
Tricladida (ex. Dugesia tigrina). Esses organismos possuem distribuicdo
mundial, fazem parte dos bentos e habitam a vegetacao flutuante em ambientes
ndo poluidos de &gua doce (EHLERS, 1984; NORENA et al., 2015;
SCHOCKAERT et al., 2008). Além disso, possuem papel na cadeia alimentar
como predador de outros invertebrados aquéticos de seu habitat circundante,
assumindo desta forma o papel de consumidores secundarios (SHEIMAN;
KRESHCHENKO, 2015; WU; LI, 2018). A reproducdo desses organismos
hermafroditas pode ser de forma sexual ou assexuada (WU; LI, 2018).

A utilizagdo de planarias tem sido bastante estimulada como alternativa
ao uso de vertebrados em estudos Toxicoldgicos em decorréncia de varios
fatores, tais como: (i) facil aquisicao, podendo ocorrer facilmente na natureza ou
comercialmente; (ii) custo de manutencdo relativamente baixo, pois o0s
organismos podem ser armazenados em agua da torneira desclorada, agua de
nascente ou agua reconstituida, e alimentacéo € a base de figado cru e/ou gema
de ovo; (iii) manipulacdo experimental simples, devido seu pequeno tamanho

nao havendo necessidade de grandes volumes de amostras a serem testadas;
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(iv) além de produzirem informacdes toxicoldgicas Uteis de individuos que podem
ser extrapolados para populacdes ou comunidades (NORENA et al., 2015).

As planarias de agua doce sao utilizadas em estudos de genotoxicidade,
tumorigenicidade, neurotoxicidade e toxicidade reprodutiva, sendo
extremamente relevante para avaliar efeitos ecotoxicolégicos, como potencial
bioindicador para qualidade de ambientes aquaticos (WU; LI, 2018). Os testes
com esses organismos normalmente ocorrem com individuos vivos, que séo
imersos em uma amostra sollivel em agua, seguida de amostragem e avaliacdo
da toxicidade. As substancias ali presentes penetram nos corpos das planarias
através de difusdo cutanea pela parede corporal (KAPU; SCHAEFFER, 1991).

Dentre as varias espécies de planarias utilizadas e ensaios de toxicidade,
destaca-se a espécie Dugesia tigrina (também conhecida na literatura como
Girardia tigrina) polimdrfica e cosmopolita, nativa em ecossistema de agua doce
tropical (América) e bastante difundida de forma exética na Europa, Asia e
Australia (KAWAKATSU et al., 1976, SASAKI, 2001; BUENO-SILVA, FISCHER,
2005). Essa espécie é conhecida pela fisionomia, com cabeca triangular (que
difere do corpo pela presenca de auriculas e dois ocelos fotossensiveis),
pigmentacao dérmica especifica, a superficie ventral do corpo translicida que se
diferencia da dorsal (castanho pigmentado) (HYMAN, 1939 apud RIBEIRO,
2012), como pode ser observado na Figura 12.

Apesar da importancia da realizagdo de testes de toxicidade com
espécimes padronizadas, € interessante também a utilizacdo de organismos
regionais (PREZA, SMITH, 2001), como a por exemplo a planaria Dugesia
tigrina, que apesar de ndo possuir ainda testes padronizados, tem se mostrado
bastante promissora em testes ecotoxicolégicos (PREZA, SMITH, 2001;
KNAKIEVICZ, FERREIRA, 2008; RAMAKRISHNAN, DESAER, 2011; SARAIVA
et al., 2018; LOPEZ et al., 2019). Além disso, a utilizacdo de planarias em
diferentes estudos tem crescido nos ultimos 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 - Mudancas temporais no nimero de artigos em periddicos que relatam a
utilizacdo de planarias de agua doce (barras cinza) e efeitos toxicos especificos em
planérias (barras pretas) (1900-2017).

150 1 Total de estudos com planarias

I Total de estudos toxicologicos com planarias
100 -

50 -

¥
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Fonte: (WU, LI, 2018).

1.2.1.6 Organismos ja testados em AP

A comunidade cientifica vem avaliando os efeitos toxicos da AP ha muitos
anos em diferentes organismos aquaticos, como pode ser observado na Tabela
4. Esses testes toxicologicos sao importantes para determinacdo dos efeitos
deletérios em ambientes aquéaticos, e seus dados podem ser extrapolados a

niveis ecossistemicos.

Tabela 4 - Efeitos observados decorrentes da exposicdo de diferentes organismos
aquaticos a amostras de agua produzida de petréleo (AP) e 4gua produzida a partir do
retorno de fraturamento hidraulico (APFH) encontrados na literatura.

. Parametro
Efluente  Organismos avaliado Fonte
AP - Acartia tonsa (copépode) TOX'C'dadeA : GIRLING, 1989.
aguda e crénica
- Skeletonema costatum
AP (alga); Toxicidade BRENDEHAUG et al,
- Artemia salina aguda 1992.

(crustaceo);
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- Photobacterium
phosphoreum (bactéria).
AP ibikcet’;itg)nema acartia Toxicidade FLYNN; BUTLER;
- Vibrio fischeri aguda VANCE, 1996
- Ceriodaphnia dubia
(daphnia)
- Pimephales pro-melas .
AP (peixe) ;Oijgzédade SAUER et al, 1997.
- Mysidopsis bahia (mysid); 29
- Cyprinodon variegatus
(peixe)
AP - Vibrio fischeri Toxicidade HENDERSON et al.,
aguda 1999.
- Vibrio fischeri; Toxicidade
APFH - Paracentrotus lividus MANFRA et al., 2007.
. aguda
(ourico-do-mar)
AP - Gadus morhua Toxicidade MEIER et al., 2007.
crénica
- Vibrio fischeri;
- Dunaliella tertiolecta
(alga);
- Phaeodactylum
AP deN tricornutum (alga) Toxicidade MANFRA et al., 2010.
formagdo - Artemia franciscana aguda
(crustaceo);
- Ti- griopus fulvus
(crustaceo)
- Dicentarchus labra (peixe)
AP - Oncorhynf:hus mykiss Toxicidade FARMEN et al.. 2010.
(truta arco-iris) aguda
AP - Vibrio fischeri . Toxidade aguda CORREA et al, 2010.
- Poecilia vivipara (peixe)
AP Mytilus edulis (mexilh&o) qumdade BROOKS et al., 2011
crénica
AP Gadus morhua TOAXIFIIdade SUNDT; BJORKBLOM,
crbnica 2011.
AP - Vibrio fischeri Toxicidade ALZAHRANI et al.,
aguda 2013.
: . . Toxicidade FOLKERTS et al.,
APFH - Danio rerio (peixe) aguda e cronica  2017a
APFH - Danio rerio Toxidade aguda FOLKERTS etal,
2017b
APFH - Danio rerio Toxicidade HE et al., 2017.
aguda
APFH - Oncorhynchus mykiss Toxicidade HE etal., 2017.
aguda
APFH - Daphnia magna Toxicidade BLEWETT et al, 2017a
(microcrustaceo) aguda e crdnica
APFH - Oncorhynchus mykiss Toxicidade BLEWETT et al., 2017b.
(truta arco-iris) aguda
APFH Daphnia magna Toxidade aguda BLEWETT et al., 2018.
AP - Crassostrea gigas (ostra)  Toxicidade AJUZIEOGU;
- Vibrio fischeri (bactéria) aguda ODOKUMA, 2018
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. AJUZIEOGU;
AP - Vibrio fischeri Toxicidade ODOKUMA; CHIKERE,
aguda 2018.
Toxicidade
APFH - Danio rerio aguda e HE et al., 2018.
embriolarval
APFH - Danio rerio Toxicidade HALE et al., 2019
aguda
- Gadus morhua (bacalhau
APEH do atlantico); Toxicidade HANSEN et al, 2019
- Melanogrammus aguda
aeglefinus (peixe).
- Daphnia magna;
- Lumbriculus variegatus -
APFH  (anelideo); Toxicidade FOLKERTS et al., 2019.
. - aguda
- Danio rerio;
- Oncorhynchus mykiss
. Toxicidade DELOMPRE et al.,
APFH - Daphnia magna aguda 2019,
. Toxicidade
AP - Daphnia magna aguda e de MCLAUGHLIN et al.,

- Danio rerio 2020.

desenvolvimento

Fonte: Autora.

Como pode ser observado (Tabela 4) ja foram realizados diversos testes
ecotoxicologicos em diferentes organismos aquaticos expostos a AP e seus
derivados, como por exemplo a agua produzida a partir do retorno de
fraturamento hidraulico (APFH). Porém, existe a necessidade de mais testes
com diferentes AP em variados organismos aquaticos de niveis troficos distintos,
pois como ja foi dito a AP possui caracteristicas e toxicidades variaveis de acordo
com a regido, 0 poco, a agua de formagdo e 0s outros quimicos que sao
eventualmente adicionados e podem apresentar efeitos deletérios diferentes a
organismos aquéaticos. Desta forma, ha a necessidades de mais estudos que
elucidem as caracteristicas e efeitos toxicos da AP a niveis populacionais e
ecotoxicolégicos, podendo futuramente serem extrapolados a outros niveis
organizacionais. Além disso, existem poucos e/ou nenhum estudo na literatura
dos efeitos embrionarios, de testes com as espécies Dugesia tigrina e

Chironomus riparius aos possiveis efeitos toxcos da AP.
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O objetivo geral do trabalho foi avaliar a toxicidade de duas amostras de
agua produzida, aqui denominadas agua de produzida 1 (AP1) e 4gua produzida
2 (AP2), antes e ap0s de diferentes tratamentos, visando avaliar a eficiéncia na
remocdo e/ou reducdo da toxicidade destas amostras para organismos
aquaticos.

Para tanto, foram propostos os seguintes objetivos especificos:

o API1:

> Avaliar a toxicidade da AP1 antes e ap6s o tratamento por
meio de processos oxidativos avancados (POASs), de fotocatalise,
fotoeletrocatdlise, ozonizacdo e ozonizacdo fotoeletrocatalitica
para os estagios embrio-larvais de peixes da espécie Danio rerio,

por meio da determinagéo da letalidade e subletalidade;

> Avaliar a toxicidade aguda da amostra antes e ap0s 0s
mesmos tratamentos para o microcrustaceo Daphnia similis e a

bactéria marinha Vibrio fischeri.

o AP2:
> Avaliar da toxicidade aguda da AP2 sem tratamento e apos
o tratamento com vermiculita magnetizada (VMT-mag)
empregando o microcrustaceo Daphnia similis e bactéria marinha
Vibrio fischeri;
> Determinar a influéncia do tratamento (VMT-mag) na taxa
intrinseca de aumento populacional (r), nGmero total de neonatos e
tamanho final das fémeas em Daphnia magna;
> Avaliar a mortalidade, crescimento e emergéncia induzida a
mosquitos Chironomus riparius ap0s a exposi¢cado a amostra bruta
e tratada com vermiculita,;
> Avaliar a mortalidade, locomogédo, alimentagcdo e
regeneracdo apoOs decapitacdo de planaria Dugesia tigrina a

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

3.1 Coleta das amostras de agua produzida de petroleo

Foram coletadas duas amostras de agua produzida de petréleo,
identificadas como AP1 e AP2. Ambas foram coletadas em reservatorios
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  poés-tratamento  (fotocatalise, fotoeletrocatalise, o0zonizacgéo,
ozonizacao fotoeletrocatalitica e vermeculita magnetiza) foram disponibilizadas
pelo grupo de pesquisa da Profa. Dra. Maria Valnice Boldrin Zanoni do Instituto
de Quimica de Araraquara (UNESP).

Figura 14 — Mapa de localizacdo da Bacia Potiguar, Rio Grande do Norte, Brasil.
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Fonte: Adaptado de Lana e Carvalho (2002)
As amostras foram coletas do mesmo reservatorio, 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

52



Capitulo 3 — Materiais e métodos

Figura 15 — Amostras de agua produzida de petréleo, AP1 e AP2, sem tratamento
mantidas resfriadas.

Fonte: Autora.

Devido a quantidade de amostra, bem como estagio de desenvolvimento
do projeto, foram utilizados testes diferentes com as amostras Figura 16, em
diferentes laboratérios Figura 17, de acordo com a disponibilidade na época do
recebimento das amostras. A amostra AP1 foi recebida no inicio do projeto de

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

Figura 16 — Esquema ilustrativo dos testes realizados com cada amostra de agua
produzida (AP1 e AP2), antes e ap6és os diferentes tipos de tratamento.

TRATAMENTO ggf;zr‘jfsmmcc’)

* Fotocatalise

. = Danio rerio
» Fotoeletrocatalise

« Vibrio fisheri
AP1 =1« Ozonizagéo

. » Daphnia similis
* QOzononigao

Fotoetetrocatalitica

* Vibrio fischeri

Vi | » Daphnia similis
* Vermiculita
AP2 magnetizada = * Daphnia magna

» Chironomus riparius

* Dugesia tigrina

AP1 = amostra 1 de dgua produzida; AP2 = amostras 2 de agua produzida.

53



Capitulo 3 — Materiais e métodos

Fonte: Autora

Figura 17 — Esquema ilustrativo dos laboratérios onde foram realizados cada um dos
testes de toxicidade.

Laboratdrio —  EcoHumanTox CETESB CESAM
1 1 |
| 1 ] 1 | 1
Teste com o » * Danio rerio * Vibrio fisheri » Daphnia magna
ORGANISMO * Daphnia similis = Chironomus riparius

= Dugesia tigrina

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

Fonte: Autora

3.1.1 Tratamento AP1

O tratamento da AP1 foi realizado com a aplicacdo de eletrodos de
nanotubos de TiO2 em quatro diferentes técnicas (fotocatélise, fotoeletrocatélise,
ozonizagdo e ozonizagédo fotoeletrocatalitica) em 1L (500 ml de efluente diluido
em 500 ml de 4gua destilada) por Brito et. al., (2019), conforme a Tabela 5. ApGs
os tratamentos, Brito et. al., (2019) avaliaram as propriedades fisico-quimicas,
como condutividade (multiparametro pHtek CD-8B), turbidez (turbidimetro
portatii Quimis Q279P), cor (mg de unidades PtCol/L; colorimetro Hanna
Instruments HI83200), demanda quimica de oxigénio e conteudo de carbono

(carbono orgéanico e inorganico total; modelo Shimadzu TOC-VCPN).

Tabela 5 — Condi¢cbes empregadas em cada um dos tratamentos oxidativos avancados
realizados com a amostra 1 de dgua produzida.

Técnica Metodologia

Fotocatalise emprego de luz UV-C de 36 W incidindo sob o
semicondutor NtTiO,

Fotoeletrocatalise emprego de luz UV/IC de 36 W incidindo sob o
semicondutor NtTiO, acoplado a aplicagdo de potencial
10V.

Ozonizacéo borbulhamento de o0zénio ao efluente com fluxo de

-4 -1
1.25x10 mol min

O3 + Fotoeletrocatalise aplicacao de luz e potencial de 1,0 V sob o semicondutor
ao mesmo tempo em que € borbulhado ozénio ao residuo

O3 + Fotoeletrocatdlise = Ozonizacao fotoeletrocatalitica.
Fonte: Adaptado Brito (2019)
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Para os tratamentos fotocataliticos e fotoeletrocataliticos, Brito et al.
(2019) construiram um elétrodo cilindrico de matriz de nanotubos TiO2 (TiO2NT),
com area geométrica de 600 cm? e abertura lateral para o fluxo da solucéo,
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 diametro com apenas dois eletrodos (Figura 18B), por um
periodo de 90 min para os tratamentos de fotocatalise, fotoetrocatalise,
ozonizacgdo de ozonizacédo fotoeletrocatalica, na propor¢cédo de 1:1 (AP1 e agua
destilada) conforme a descricdo a seguir. Ao fundo do reator foi inserido um
borbulhador de vidro sintetizado para inje¢cao de O2 ou Os funcionando com 1 L
de APL. Para os tratamentos envolvendo luz (Tabela X), foi inserida uma
lampada UV-C 36 W (Osram) no centro do reator e ao redor da lampada o
TiO2NT. Além disso, duas varetas de grafite de diametro de 1 cm foram utilizadas
como catodos, com tensdo e polarizacdo de 2,5 V controlada por uma fonte de
alimentacao Tectrol TC 60-02XA1A. O ozbnio foi gerado por um ozonizador O3
R modelo ID-05 (Brasil), no qual a taxa de entrada de ozonio (3,85 x 10™* mol
min-1) foi fornecida a uma vazéo de Oz de 3 L min! monitorada com um medidor
de vazéo Cole-Parmer (0,4-5 L mint) no qual a quantidade de ozdnio produzida
foi controlada por um analisador de 0z6nio (Anseros GM-OEM, 254 nm). Por fim,
os tratamentos que ndo necessitavam de Ogs, foi gerado O2 em borbulhamento

no mesmo fluxo que o O3 para transporte de massa.
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Figura 18 - Representacao esquematica do: (A) anodo Ti/ TiO2NTs com uma abertura
lateral de 2 cm para o fluxo da solucgéo; (B) o reator de bolhas anulares, com injecéo de
microbolhas através de um difusor de vidro sinterizado. No centro, é possivel encontrar
um eletrodo cilindrico de Ti/TiO-NT irradiado internamente por uma lampada de 36 W
UV-C e polarizado sob 2,5 V usando uma fonte de alimentagéo versus duas hastes de
grafite.
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Fonte: Modificado de Brito et. al., (2019)
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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-precipatagcdo de nanoparticulas de magnetita in situ,
proposto por Bartilotti et al. (2019). O Primeiro tratamento do material proposto
por Mouzdabhir et al (2009) envolve calcinagdo do mineral a temperatura de 900
°C/3 min a 10 °C minl. J& a sua magnetizacdo envolve a suspensdo por
borbulhamento de gas nitrogénio deste mineral tratado termicamente em balao
de 100 mL contendo 30 mL de agua ultrapura com cloretos de ferro(ll) e ferro(lll)
hidratados P.A. diluidos na propor¢ao mineral-cloretos de 1:1 (m/m). Em meio
inerte, foi adicionado hidroxido de aménio concentrado lentamente por 30 min e
sistema mantido em suspensao por mais 1h (MASCOLO; PEI; RIN, 2013). Ao
final, o mineral magentizado foi separado do excesso de nanoparticulas de
magnetita por meio de lavagem com agua ultrapura e separacdo magnética e,
entdo, 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 prop6s o
contato da vermiculita magnetizada com a amostra na propor¢cdo 30 mg/mL
(MYSORE; VIRARAGHAVA, 2005) em agitacdo mecanica médica por até 30 min
utilizando separacdo magnética para obter o sobrenadante. Para a realizacéo
dos bioensaios, o liquido foi filtrado (filtro 0,45 pm) e, posteriormente
armazenado, em garrafas de politereftalato de etileno, mantidas a 4°C
(BARTILOTTI et al., 2019).

3.2 Salinidade

A salinidade das amostras (AP1 e AP2 antes e apds os tratamentos foi
mensurada utilizando o equipamento Sper Scientific 300035 pelo método de
refragdo seguindo as recomendacgfes do fabricante. Antes da analise da
salinidade das amostras, foi feita a calibracdo do equipamento com &agua
desionizada, tendo obtido valores de refragdo entre 1.3329 e
1.3331(considerados adequados pelo fabricante). Apos a calibracdo, a analise

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

3.3 Danio rerio
3.3.1 Manutencéao e obtencéo dos ovos de Danio rerio

Todo o protocolo de avaliacdo de toxicidade previsto neste projeto foi
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da FCFRP, USP (CEUA,
protocolo numero 17.1.937.60.4, emitido em 14 de dezembro de 2017- Anexo 1).

Machos e fémeas de zebrafish adultos foram mantidos juntos em agua
reconstituida e padronizada de acordo com as ISO 7346-1 e 7346-2 (ISO, 1996)
no equipamento ZebTech (Techniplast), a temperatura de 26+1°C, fotoperiodo
de 14 h claro e 10 h escuro e mantidos com alimentacdo a base de racdo
comercial e camaréo de agua salgada.

Para o acasalamento e aquisi¢do dos ovos, foram colocados dois machos
e uma fémea (proporcéo 2:1) no dia anterior a desova em um sistema reprodutor

proprio que mantém machos e fémea separados, conforme pode ser observado
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na Figura 19. Esse sistema permite a troca de agua entre 0s espac¢os ocupados
pelos organismos, sem contato fisico, permitindo o contato das fémeas com os
feromonios liberados pelos machos durante toda a noite, otimizando o

acasalamento.

Figura 19 — Aquario de reproducéo de peixes da espécie Danio rerio, contendo dois
machos e uma fémea.

Fonte: Autora

O acasalamento dos organismos ocorria na manha seguinte apos
iluminacédo do aquério, quando a grade de separacédo entre machos e fémea era
retirada. Os organismos eram, entdo, mantidos juntos por cerca de 1h e 30
minutos. O sistema conta ainda com gradeamento na parte inferior do aquério,
gue impede gue os adultos se alimentem dos ovos fecundados. Os ovos foram
coletados 30 minutos apds a desova, transferidos para uma placa de Petri e
lavados com agua reconstituida padronizada para posterior separacdo entre
aqueles fecundados, que poderiam ser utilizados no ensaio, e néo fertilizados
gue foram descartados, com auxilio de microscopio de dissecacéo (SZM-168,
Motic). Para os experimentos, foram selecionados ovos que alcancarem o

estagio de blastula.

3.3.2 Fish Embrio Test (FET)

As alteragcdes no desenvolvimento em embrides de zebrafish foram
avaliadas de acordo com Nagel (2002) e OECD Guideline 239 (OECD, 2013),
com pequenas modificacdes.

Para realizagdo do teste, foi utilizada a amostra AP1 bruta e apoés

tratamento por fotocatalise, fotoeletrocatalise, ozonizacdo e o0zonizacao
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fotoeletrocatalitica. As amostras burtas e tratadas foram autoclavadas e,
posteriormente filtradas. Todas as amostras foram testadas nas diluicdes de
25%, 12,5%, 7,5%, 5% e 2,5% com agua padronizada OECD, contendo cloreto
de calcio, sulfato de magnésio, bicarbonato de sédio e cloreto de potassio
(OECD, 2013). Para realizacéo do FET foram utilizados 3,4-dicloroanilina e agua
padronizada OECD como controle positivo e negativo, repectivamente.

Foram utilizados 24 ovos fertilizados, distribuidos em placas de cultura de
24 pocos em triplicata (por diluicdo de cada amostra mais o controle de placa
com apenas agua OECD) e incubados a 26°C + 1°C com ciclo de 14h de luz e
10h de escuro. As avalia¢des foram iniciadas apds 8 horas e, posteriormente, a
cada 24h até 144horas, com o auxilio de estereomicroscépio (SMZ800, Nikon,
Japao) acoplado com camera (LV-TV, Nikon, Japao). A Figura 20 a seguir ilustra

€SSe Processo.

Figura 20 — Esquema ilustrativo da exposicdo de zebrafish para a realizacdo do ensaio
ao Fish Embrio Test (FET).
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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 — Parametros avaliados em cada etapa de desenvolvimento dos embribes de
zebrafih.

Tempo de exposicdo (hpf)

ENDPOINTS 8 24 48 72 9 120 144
Letalidade
Coagulacéo X X X X X X X
N&o desprendimento da cauda X X X X X X
Auséncia de somitos X X X X X X
Auséncia de batimentos
cardiacos X X X X X
Subletalidade
Edema cardiaco ou de saco
vitelinico X X X X
Auséncia de pigmentacao X X X X X
Bexiga natatéria ndo inflada X
Teratogenicidade
N&o ecloséo X X X
Malformacao da cabeca e olhos X X X X X X
Crescimento retardado X X X X X X
Deformidades esqueléticas X X X X

(hpf) = horas pos fertilizacéo
Fonte: Adaptado de NAGEL, 2002.

A avaliacdo da letalidade foi calculada através da concentracdo letal
média (CLso), por meio da observacdo da coagulacdo dos embrides,
irregularidades na formacao dos somitos, problemas na liberacdo da cauda e
perda de batimentos cardiacos. A sub-letalidade foi calculada por meio da
concentragdo efetiva média (CEso), definida por alteragbes no saco vitelino,
defeitos na inflagdo da bexiga natatoria, edemas do pericardio e saco vitelino,
deformacdes esqueléticas e incapacidade de eclosdo. Os valores de CLso € CEso
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 apés 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 laboratério de Ribeirdo
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Preto da Companhia de Saneamento Ambiental do Estado de Séo Paulo
(CETESB), sob superviséo do gerente Dr. Eduardo Angelino Savazzi.

O teste consiste na exposicdo das bactérias antes e apds as amostras por
um periodo de 5 e 15 minutos, com posterior medicdo da luminescéncia emitida
pela Vibrio fischeri. A diferenca da intensidade de luz emitida é comparada com
o controle, no qual a amostra € substituida pelo diluente (NaCl 2%). Os testes
foram executados no aparelho Microtox, composto por um luminédmetro de
precisdo com unidade integrada de medicdo e comando e um termobloco de
temperatura controlada. Os procedimentos de execucdo do ensaio foram
determinados pelo software Microtox, tais como a sequéncia das amostras a ser
inserida no equipamento, tempo de incubacéo, leituras e calculos dos resultados
(CETESB, 2012).

Para realizacdo do teste foram utlizadas culturas liofilizadas com
aproximadamente 108 bactérias a temperatura entre -20 e -25°C, reconstituidas
em solucao salina. A primeira medigc&o de luz das bactérias foi realizada apoés
resuspensdo de aliquota contendo 108 células distribuidas em cubetas. Na
sequéncia, foram adicionadas as cubetas contendo a suspensédo 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
concentragfes iniciais, uma de 90% para as amostras AP1, fotocatalise,
fotoeletrocatalise e ozonizagéo fotoeletrocatalitica. E outra concentragédo inicial
de 81,9% para as amostras ozonizacédo, AP2 e AP2 VMT-mag.

A razdo da diferenca das concentracao iniciais deve-se ao fato que as
amostras com cenecntracao inicial de 90% possuiam salinidade maior que 20g/L
de NaCl equivalente, e assim ndo necessitam a adicdo da solucdo de ajuste
osmotico, apenas a adicdo da solucdo reagente (ressuspensdo de Vibrio
fischeri), neste caso as amostras partem da concentracdo de 90% e através de
diluicdes 1/1 sao utilizadas as concentracdes de 45%, 22,5%, 11,25%, 5,62%,
2,81% e 1,41%. As amostras que partiram da concentragao de 81,9% precisaram
da adicdo, além da solucdo reagente, da solucdo de ajuste osmatico. Desta
forma suas concentragbes 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.
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Fonte: Autora

3.5 Daphnia similis

As Daphnia similis foram mantidas no Setor de Laboratorios de Ribeirdo
Preto da CETESB, onde foram realizados os testes. Os organismos foram
mantidos a 20 + 2°C com intensidade luminosa de 1000 lux sob um fotoperiodo
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 recomendacdes da norma ABTN NBR 12713, com neonatos obtidos
por partenogénese a partir da segunda postura, com idade entre 6 e 24h de
nascimento, oriundos de fémeas com idade entre 7 e 28 dias

O teste foi realizado com no minimo 5 solugBes-teste (10 ml) em 4
réplicas, aléem do controle negativo, que foi preparado apenas com agua de
diluicdo, também em triplicata, nas seguintes diluicdes: 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 oxigénio dissolvido, assim como o pH foi medido no
inicio e no fim do ensaio, na menor e na maior concentracdo das solucdes-testes
além do controle. Foram utilizados 5 neonatos por recipiente-teste, transferidos
cuidadosamente com auxilio de uma pipeta ou conta-gotas, liberados o mais
préoximo possivel da solucéo de forma a evitar a entrada de ar sob sua carapaca
e sua possivel flutuacdo. ApGs a transferéncia dos organismos para 0S
respectivos recipientes-teste, esse foram cobertos e mantidos a temperatura
ente 18°C e 22°C por 48h em ambiente escuro e sem alimentag&o. Ao completar
a exposicdo de 48h, os numeros de organismos moveis e imoveis foram

contados manualmente para o calculo da CEso (Figura 22)

Figura 22 — Esquema ilustrativo do teste de toxicidade aguda com Daphnia similis em
uma diluicéo.
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Fonte: Autora

3.6 Daphnia magna (clone BEAK)

Daphnia magna (clone Beack) foi cultivada, nas mesmas condi¢cdes
descritas por Abe et al. (2019) no laboratério CEASAM da Universidade de
Aveiro, em agua padronizada American Society for Testing and Materials (ASTM)
enriquecida com extrato organico (extrato de alga marinha, fornecido pela
Glenside Organics Ltd., UK), com fotoperiodo 16:8h (claro/escuro) e temperatura
de 20 £ 2 C. Os organismos foram mantidos em aquarios de 1L em uma
densidade de 18 a 25 organismos por litro, com alimentacdo a base de alga
verde Raphi- docelis subcapitata (3.105 células/mL/organismo), com renovacao

do meio a cada dois dias. Nos bioensaios foram utilizados neonatos (até 24h) da
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32 ou 42 linhagem de adultos cultivados, distribuidos aleatoriamente em
diferentes tratamentos.

Os testes de toxicidade crbnica 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 diluicbes (0,125%, 0,32%,
0,8%, 2% e 5%) distribuidas em 10 replicas por diluicdo, contendo um organismo
com até 24 horas pés-eclosédo em 50 ml de amostra de AP2 com e sem
tratamento mais o controle negativo apenas com agua 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 nimero de neonatos produzidos, o tempo da
primeira ninhada e o niumero de ninhadas em cada repeticdo foram registrados
para calcular a taxa intrinseca de aumento populacional (r) usando a equacao
de Euler (LOTKA, 1913)

X

1= Z e "™ lymx

=0
onde r é a taxa de aumento da populacéo (dia -1), x € a classe de idade em dias
(0 ... n), Ix € a probabilidade de sobreviver até a idade x e mx é a fecundidade na

idade x.

Figura 23 —Medicdo da Daphnia magna adulta ao final do teste de 21 dias.

Fonte: Autora
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Figura 24 — Esquema ilustrativo do teste de toxicidade crénica com Daphnia magna.
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Fonte: Autora

3.7 Chironomus riparius

Os mosquitos foram mantidos nas mesmas condicbes descritas por
Campos et al. (2017) no laboratério CEASAM da Universidade de Aveiro,
Portugal, com uma camada de sedimento organico e uma de agua reconstituida
(ASTM, 1980), a temperatura de 20 + 1°C e fotoperiodo de 16 h claro e 8 h
escuro. A alimentacgéo das larvas ocorreu a cada dois dias, a base de racéao de

Tetramin® macerada, com troca da agua 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 pocos contendo 10 ml da amostra a ser testada com 5 chironomideos com até
24 horas po6s-eclosao, nas diluicbes 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 agua de cultivo. O teste teve duracdo de 48h sem
gualquer tipo de alimentacg&o, onde a cada 24h foram avaliados e contabilizados

0 numero de organismos mortos.

3.7.2 Toxicidade crbénica (Chironomus riparius)
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Com os organismos Chironomus riparius foram realizados testes de
mortalidade, crescimento (corpo e cabeca), emergéncia e peso conforme
descritos por Campos et al. (2017). O teste de toxicidade crénica de 28 dias foi
realizado de acordo com a norma OECD 218, com modificagbes (OECD, 2004).
Os organismos foram expostos em frascos de vidro com sedimento artificial e
alimentacao a base de racdo Tetramin®. As larvas com 48 hpf foram expostas a
cinco diferentes diluicdes das amostras de AP bruta e tratada (0,32%, 0,8%, 2%,
5% e 12,5%), além de um tratamento controle negativo contendo apenas agua
de cultivo. Para o teste foram utilizados 509 (peso seco) de sedimentos artificial,
contaminado com 150 ml de cada amostra, com 5 larvas cada, reservados por
24h sem aeracao (Figura 25A), a aeracao do sistema ocorreu das seguintes 24h
e até o final do teste (Figura 25B). Temperatura, pH, oxigénio dissolvido e
condutividade em todos os tratamentos em trés repeticbes escolhidos

aleatoriamente foram avaliados.

Figura 25 — Teste de toxicidade crénica com Chironomus riparius — (A) Sistema com
menos de 24h sem aeracdo. (B) Sistema completo, com aeracao.

A
Fonte: Autora

Na avaliacdo dos efeitos, foram utilizadas 10 réplicas com cinco larvas
cada. Os organismos foram alimentados em dias alternados com racéo
Tetramin® macerada em solucdo (0,5 mg por organismo por dia), sob as
mesmas condi¢des descritas para manutencdo dos organismos em laboratério.
Apés 10 dias, os organismos de metade das réplicas (5 réplicas) foram
removidos e mantidos em etanol 70% para medicdes larvais (corpo e cabeca)
com auxilio de um estereomicroscépio de dissecacdo acoplado com um
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micrémetro ocular (Figura 26). O restante dos organismos das réplicas (5
restantes) foi mantido até 28 dias (final do teste). O nimero de mosquito adultos
foi registrado diariamente para avaliar a emergéncia (dividido entre machos e
fémeas) e o tempo médio de emergéncia dos organismos. Os mosquitos
emergentes foram separados quanto o sexo das diferentes diluicdes, mantidos
em etanol 10% para posterior pesagem (Figura 27). O esquema (Figura 28)

demonstra a montagem do teste crénico para uma diluicéo.

Fifura 26 — Medicles das larvas de Chironomus riparius. (A) Cabeca. (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

67



Capitulo 3 — Materiais e métodos

Figura 28 — Esquema ilustrativo do teste de toxicidade crénica com Chironumos riparius.
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Fonte: Autora

3.8 Dugesiatigrina

As planérias foram mantidas no laboratorio CEASAM em recipientes de
plastico com uma cama de agua reconstituida (ASTM, 2004), com fotoperiodo
sem exposicao a luz e temperatura de 20 = 1°C. A alimentacao ocorreu uma vez
por semana a base de figado de galinha, com troca da agua apdés a alimentagéo
e a cada 2 dias. Para o experimento foram utilizadas planarias com
aproximadamente 1,0 cm de comprimento (Figura 29), privadas de alimentacao
por uma semana a fim de se evitar falsos positivos em decorréncia da ingestéao
do alimento (WU; PERSINGER, 2011) e para padronizar as exposi¢oes a
substancia a ser testada (OVIEDO et al., 2008).
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Figura 29 — Planéaria Dugesia tigrina com aproximadamente 1 cm, utilizada nos testes
de toxicidade.
10mm

5mm

10mm

!mnun\mnuﬂinummummﬂm
Fonte: Autora

3.8.1 Toxicidade aguda

Para o teste de toxicidade aguda foram determinadas 7 diluicbes 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
pocos, com 5 réplicas, contendo 5 planarias por po¢co com 10 ml da solucéo a
ser testada. O teste ocorreu até 96h, sendo que a cada 24h os organismos foram

avaliados e a possivel mortalidade foi registrada.

3.8.2. Parametros Comportamentais

Foram realizados trés testes comportamentais, locomocdao, alimentacéo e
regeneracao para as amostras AP2 tratadada e sem tratamento.

Para os testes de locomocdo e alimentagdo, os organismos foram
expostos a 5 diferentes diluicdes sub-letais (0,32%, 0,8%, 2%, 5% e 12,5%) das
amostras por um periodo de 9 dias com renovacao do meio a cada 3 dias, além
do controle negativo com meio ASTM. A exposic¢ao foi realizada em placas de 6
pocos, contendo 10ml de cada amostra a ser testada. O teste foi realizado com
10 réplicas, com duas planarias por poco, por diluicdo. ApGs a exposicao 0s
organismos foram separados para medicdo dos parametros de locomocéo e

alimentacao (Figura 30).
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Figura 30 — Esquema ilustrativo a exposi¢cdo das planarias Dugesia tirgrina para
avaliacdo dos parametros de locomocao e alimentacéao.
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Fonte: Autora

24 horas

e Locomocao

ApoOs a exposicao das planarias, a atividade locomotora foi avaliada de
acordo com Raffa et al. (2001) e Pagan et al. (2009) com pequenas
modificacdes. Cada planaria foi transferida para um prato transparente contendo
50 ml de meio ASTM, sobre uma folha quadriculada contendo espagcamentos de
0,5 cm (Figura 31). A atividade locomotora de cada organismo foi calculada de
acordo com o numero de linhas de grades cruzadas por um periodo de 3 min em
uma sala bem iluminada, ap6s 30 segundos de aclimatacéo dos organismos. Os
resultados obtidos foram calculados como o numero médio de linhas de grade

cruzadas por diluigéo.
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Figura 31 — Planaria Dugesia tigrina no teste de locomog&o sobre prato transparente
contendo linhas de grades de 0,5 cm

Fonte: Autora

e Inibicdo Alimentar
Apés a exposicdo, foram transferidas 10 planarias, de cada diluicdo
testada, individualmente para placas de 6 pogos contendo 10 ml de meio ASTM
(1 planéria por pogo). Em cada poco, foram adicionadas 15 larvas de
Chironomus riparius (sete dias de idade) (Figura 32) e o niumero de larvas

consumidas foi registrado nos periodos de 4h, 12h e 24h.

Figura 32 — Avaliagdo de inibicdo alimentar com Planaria Dugesia tigrina. (A)
Chironomus riparius com 7 dias utilizados na alimentagdo das planérias. (B) Exposi¢cédo
individual das planarias com disposicdo de alimento em placas de 6

Fonte: Autora

3.8.3. Parametro de regeneracéao

Para o teste de regeneracdo da cabeca foi necesséario decapitar as
planarias a serem expostas acima da faringe (Figura 33). Os organismos
decapitados foram expostos as mesmas diluicbes (AP2 bruta e tratada)
descritas anteriormente para os parametros de locomocéo e alimentacdo sob as
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mesmas condic¢des laboratoriais, além de um controle negativo contendo apenas
meio ASTM.

Figura 33 —Planaria Dugesia tigrina decapitada acima da faringe para avaliagdo do
crescimento da cabeca e regeneracéo dos fotorreceptores e auriculas.
10mm 2|

5mm

Fonte: Autora

Os organismos foram expostos em 10 replicas (contendo uma planaria
decapitada em cada) em placas de 6 pocos contendo 10 ml de cada dilui¢cao, por
um periodo de 9 dias, com troca da solugdo a cada 48h. A cada 24h, os
organismos de cada uma das diluicdes foram avaliados quanto ao processo de
regeneracao cefalica, até a formacéo de fotorreceptores e das auriculas, com o

auxilio de microscopio estéreo Zeiss (LED KL 300), conforme Figura 34.

Figura 34 — Esquema representativo do teste de regeneracdao da planaria Dugesia
tigrina.

Descarte 10 ml
%arlnostra

[y (D
000000

9 dias
A cada 24h obs.
regeneragao

- Ocelos \
- Auriculas @/
Y

Fonte: Autora

3.9 Andlise estatistica
O software GraphPad Prism 5.01 (GraphPad Software, San Diego,

Califérnia, EUA) foi usado para andlises estatisticas. Apds a verificacdo da
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normalidade e homogeneidade (teste de Kolmogorov-Smirnov e testes de
Barlett, respectivamente), foi realizada analise de variancia one-way (ANOVA) e
aplicado o teste de Dunnett para verificar diferencas 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
concentragcdo de efeito observado foi determinada quando diferencas
significativas foram encontradas. Todas as analises estatisticas foram realizadas

com nivel de significancia de 0,05.
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. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estrutura
Os resultados bem como a discussdo foram agrupados por amostra e,

desta forma, este item esta subdividido em AP1 e AP2.

4.2 Amostra de agua produzida de petréleo n. 1 (AP1)

4.2.1 Tratamento com POAs

De acordo com Brito et al., (2019), a avaliacdo da reducdo de cor do
efluente sem tratamento (AP1), mostra que todos os tramentos foram eficientes,
na seguinte ordem: ozonizacdo fotoeletrocatalitica > ozonizagcdo >
fotoeletrocatélise > fotocatalise. O tratamento combinado (fotoeletrocatalise e
ozonizagéao) foi o que melhor reduziu a cor da AP1, com uma porcentagem de
remocao de 97% apo6s duas horas de tratamento.

A tubidez da AP1 também descresceu de forma drastica com os
tratamentos, tendo sido obsevada uma eficiéncia de mais de 90%, sendo que a
ozonizagdo e ozonizacao fotoeletrocatalitica apresentaram melhores resultados
(BRITO et al., 2019). Sendo esse um comportamento ja observado em outros
estudos apos a aplicacédo de Oz em efluentes, mostratando que o tratamento por
O3 apresenta alta capacidade de reduzir cor e turbidez de solucdes residuais
(BESSEGATO et al., 2016; CARDOSO et al., 2016).

Ja em relacdo a condutividade, os tratamentos por fotocatalise,
fotoeletrocatalise e ozonizagao apresentaram resultados similares de reducao,
com porcentagem em torno de 38%, sendo o tratamento combiando
(fotoeletrocatélise e ozonizag¢édo) o mais eficaz (BRITO et al., 2019).

Todos os tratamentos foram capazes de reduzir a demanda quimica de
oxigénio (DQO), sendo que ozonizacdo fotoeletrocatalitica foi a quem melhor
apresentou resultados, com uma reducgéo que atingiu 73% (BRITO et al., 2019).

A fotoeletrocatalise apresentou resultados superiores de reducdo de
carbono organico, total e inorganico quando comparada a técnica de fotocatalise
ao tratamento da AP1.

A técnida de ozonizacao fotoeletrocatalitica foi a que melhor apresentou
resultados na reducdo da concentragcdo tanto de cloreto quanto de fluoreto,

atingido remocao de 35% e 96% respectiviamente (BRITO et al., 2019).
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Através da técnica de cromatografia gasosa acoplada a espectrémetro
de massas (GC-MS), Brito et al., (2019) identificaram 12 compostos organicos
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
acido octadecandico (acido estearico), foram degradados a niveis ndo mais
identificAveis em todas as técnicas empregadas apos 2h de tratamento.
Entretanto, o composto acido octadec-9-endico (oleina) foi apenas degradado
ap6s aplicacdo das ténicas de fotoeletrocatalise e de o0zonizagao
fotoeletrocatalitica. Os compostos benzaldeido, alcool benzilico, octadecano e
acido hexadecandico tiveram reducdes na abundancia do ion molecular, com
maior eficiéncia para o tratamento de fotoeletrocatalise para o alcool benzilico,
octadecano e o acido hexadecandico, enquanto o benzezldeido foi melhor

degradado pela ozonizacao fotoeletrocatalitica (BRITO et al., 2019).

Tabela 7 - Compostos organicos com as suas respectivas abundancias do ion molecular
obtidos para a agua produzida 1 (AP1) antes e apds os tratamentos com as técnicas
fotocatalise (FC), fotoeletrocatalise (FEC), ozonizacdo (0O3) e o0zonizagao

fotoeletrocatalitica (FEC+O3).

Composto fon jon molecular
P molec. AP1 FC 03 FEC FEC + O3

Benzaldeido m/z 105 10653.81 5437.11 6193.25 8701.01 3012.8
Eucaliptol m/z108.1 133085.67 N/A N/A N/A N/A
gg’z"i'“co miz79.1  113631.53 48126.62 32162.94 21666.34 36281.0
1,7,7-trimetil-
1-biciclo
224hepan 2951 20754147 NIA N/A N/A N/A
2-ona
Terpineol m/z 93.1 15313.49 N/A N/A N/A N/A
4-(1,1-
dimetiletil) m/z 98.1 1483302.25 N/A N/A N/A N/A
ciclohexano
ggitgrtr?”ge m/iz93.1 51842.73  N/A N/A N/A N/A
Dietilftalato miz 149 27604.6 N/A N/A N/A N/A

Qcta-decano m/z 57.1 26573.66 2037.0 4676.76 2170.51 9779.5
Acidohexa- 259 2921137 2457.81  5958.81  1064.96  15420.53
decandico
Acido octadec-
9- endico m/z 55.1 8661.37 1250.0 2146.7 N/A N/A
(oleina)
Acido
octadeca-
noico (acido
estearico)
N/A = n&o avaliado.

m/z73.1  4894.41 N/A N/A N/A N/A
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Fonte: Adaptado de Brito (2019)

4.2.2 Danio rerio

A salinidade da APl sem tratamento foi de 44 g/L enquanto dos
tratamentos de fotocatdlise, fotoeletrocatélise, ozonizacdo e o0zonizacao
fotoeletrocatalitica foi de, respectivamente, 46, 42, 45 e 49 g/L. Considerando
gue as amostras foram diluidas para a realizagcdo dos testes em organismos
aquaticos, sendo a maior concentracao de 25%, a salinidade final das amostras
variou entre 10,5 a 12,25 g/L. Portanto, n&o induzindo toxicidade aos organismos
relacionada a osmolaridade (VENANCIO et al., 2020).

A amostra AP1, antes e apds os tratamentos (fotocatalise,
fotoeletrocatélise, ozonizacdo e ozonizacdo fotoeletrocatalitica), induziu a
diferentes efeitos nos estagios 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 apos
a exposicao foram letalidade, falha na ecloséo, malformacdes esqueléticas e nao

inflagdo da bexiga natatoria, conforme ilustrado nas Figuras 35 a 38.

Tabela 8 - Efeitos observados apés a exposicado de embrides de zebrafish a diferentes
diluicdes da amostra gerada apds o tratamento de agua de petroleo por fotocatélise,
fotoeletrocatalise, ozonizacdo e fotoeletrocatélise + ozonizacdo. Os resultados séo
expressos em média + desvio padrao.
AGUA PRODUZIDA 1
Efeito Observado

D”lf)'gao Mortalidade Escoliose Nao_ mflagao,d_a Falha~na
(%) (%) (%) bexiga natatoria ecloséao
(%) (%)

25,0 100 0 0 0

12,5 25,0 (x 15) 29,44 (+14,6) 100 77,21 (x12,9)
7,5 1,7 (x2.9) 0 6,92 (£8,1) 11,66 (+20,2)
5,0 1,7 (x2.9) 0 0 1,66 (¥2,9)
2,5 0 1,66 (£ 2,88) 0 1,66 (£2,9)

Tratamento com fotocatalise

25 100 0 0 0

12,5 35(+ 30,4) 7,5 (+8,44) 100 (x 0) 6,00 (5,88) *
7,5 0 0 0 0

5 1,7 (x2,9) 0 0 0

2,5 0 0 0 0

Tratamento com fotoeltrocatalise

25 100 0 0 0

12,5 43,3 (34,00 49,7 (£29,37) 100 (x 0) 61,97 (£ 27,87)
7,5 0 0 6,66 (11,54) 0

5 1.7 (x2,9) 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 (+ 97,77 (+ 3,85) 50,99 (+ 21,63)
30,78)

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 fotoeletrocatalise + O3

25 100 0 0 0

12,5 16,7 (+x14,4) 1,66 (x2,88)* 100 (= 0) 75,55 (+ 31,5)
7,5 0 0 0 0

5 3,3 (x5,8) 0 0 0

2,5 0 0 0 0

(*) = diferenca significativa entre amostra bruta (p<0,05)
Fonte: Autora.

Figura 35 — Avaliacdo da letalidade de Danio rerio expostos a amostra de agua
produzidade de petréleo. (A) Ovo coagulado observado apés 24 hpf de exposicéo de
embrides de Zebrafish a agua de petroleo tratada por fotocatalise (diluicdo a 25%). (B)
Organismo morto apdés 144 hpf, exposto a adgua de petréleo ap6s o tratamento
combinado de O3 + fotoeletrocatalise de 12,5%.

(hpf) = horas pés fertilizacdo
Fonte: Autora

Figura 36 — Embrido de zebrafish com falha na eclosdo. (A) Organismo com 96 hpf
exposto a AP1 diluida a 12,5%. (B) Organismo com 96 hpf exposto a AP tratada com
O3 (diluicdo de 12,5%) com dificuldade de eclosao.

A B
(hpf) = horas pés fertilizacéo
Fonte: Autora
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Figura 37 — Larva de zebrafish com 144 hpf, exposto a agua produzida de petréleo
bruta, diluida a 12,5%, com malformacao esquelética (escoliose)

(hpf) = horas pos fertilizacéo
Fonte: Autora.

Figura 38 - Larva de zebrafish com 144 hpf exposto a agua produzida de petréleo
tratada por fotoeletrocatalise, diluida a 12,5%, com falha na inflacdo da bexiga natatéria.

(hpf) = horas pés fertilizacéo
Fonte: Autora.

A Tabela 8 mostra uma comparacédo entre a toxicidade da amostra bruta
(AP1) e apos seus diferentes tratamentos. Nossos resultados mostram que todas
as amostras diluidas a 25%, tanto bruta quando apds 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 producéo de oleo e
gas/condensado do Mar do Norte da Noruega, também observaram toxicidade
aguda relevante nas amostras pouco diluidas. Os autores avaliaram a
embriotoxicidade induzida pelas fracfes sollveis em agua e de particulas/oleo
dos efluentes de AP de vérias plataformas da regido, detectando efeitos como
alteragcbes no movimento, pigmentacao, frequéncia cardiaca, tempo de ecloséo,

além de malformacgBes embrionarias em zebrafish (CARLSSON et al.,2014).
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As amostras tratadas pelos diferentes POAs nas maiores dilui¢cdes (2,5%,
5% e 7,5%) nao induziram a toxicidade aguda relevante. Alguns organismos
desenvolveram efeitos letais e subletais apds a exposicdo as amostras mais
diluidas, porém ndo foram significativos em relagdo ao controle. Assim, para
comparar a eficiéncia dos tratamentos, utilizamos a diluicdo de 12,5%.

Considerando as amostras diluidas 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 apés
os tratamentos, ainda existem compostos em concentracdes capazes de levar a

letalidade a uma parcela dos organismos expostos.

Figura 39 — Mortalidade observada apés a exposicdo de embribes de zebrafish a
amoastras tratadas por processos oxidativos avancados (POAs) em relacdo a amostra

bruta, em diluicdes de 12,5%.
1004

804

S *
4 604 *
3
o 40 * *
5 T *
= J
20 T
0 T L] L) Ll
. L W (o] ] (s]
S F T
<° '@a \.00
<° <°
x
0":

Amostras diluidas a 12,5%

(*) = diferenca significativa entre o controle negativo (p<0,05); Cont = controle negativo; AP1 =
agua produzida 1; Fotocat = fotocatalise; Fotoeletro = foteletrocatalise; O3 = ozonizacéo; O3 +
Fotoeletro = ozonizacgao fotoeletrocatalitica.

Fonte: Autora.

Todas as amostras diluidas a 12,5% induziram efeitos subletais com
intensidade menor ou maior quando comparadas a AP1l. Com relacdo as
deformidades esqueléticas, observamos que o tratamento combinado de
fotoeletrocatélise e ozonizacdo foi 0 mais eficaz na reducdo da inducdo a
escoliose em comparacao com a AP1, com reducao de mais de 90% nos casos
de escoliose. Entretanto, os demais tratamentos nao interferiram neste efeito
(Figura 40).
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Figura 40 — Taxa de deformidades esqueléticas (escoliose) detectadas nos organismos
expostos (Danio rerio) em relacdo aos tratamentos por processos oxidativos avancados

(POASs) e a amostra de agua produzida 1 sem tratamento, em diluices de 12,5%.
100-
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Amostras diluidas a 12,5%

(*) = diferenca significativa entre o controle negativo (p<0,05); (**) = diferenca significativa entre
amostra bruta (p<0,05); Cont = controle negativo; AP1 = 4gua produzida 1; Fotocat = fotocatalise;
Fotoeletro = foteletrocatalise; O3 = ozonizacdo; O3 + Fotoeletro = ozonizacédo fotoeletrocatalitica.
Fonte: Autora.

O esqueleto axial, também conhecido como coluna vertebral, é a principal
estrutura 6ssea dos peixes, portanto desempenha papel fundamental para o
desenvolvimento saudavel 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 teleésteos podem
ocorrer devido a diversos fatores, tais como genética dos animais e alimentacao
e a qualidade da agua (LEPREVOST; SIRE, 2014), como obsevado neste
trabalho, tendo impacto na sobrevivéncia do organismo assim como na captura
de presas e fuga de predadores.

Varias deformidades esqueléticas em embrides 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 vitelinico maior
do que o normal e menor pigmentacdo de melanina em compara¢cado com 0s
controles. Outras amostras ambientais contaminandas também induzem a
alteracdes esqueléticas em embrides de zebrafish, tais como o toxafeno
(pesticida) (PEREZ-RODRIGUEZ et al.,2020); ésteres prioritarios de acido ftalico
(PU et al., 2020); cadmio (Cd) (KIM et al., 2018);fungicidas comerciais de

81



Capitulo 4 — Resultados e discussao

benzamida (ZHANG et al., 2020), Dieldrin (pesticida lipofilico) (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 apds os diferentes
tratamentos induziram a falha na ecloséo dos organismos no periodo de 96 hpf.
No entanto, o tratamento por fotocatalise foi capaz de reduzir em 90% este efeito,
na diluicdo de 12,5%, como pode ser observado na Figura 41. Os demais
tratamentos (12,5%), embora n&o tenham reduzido a falha de eclosdo, néo
ocasionaram efeitos nas menores diluicdes, como o ocorrido na AP1, o que

demonstra uma reducéo desse efeito, ainda que nao tdo pronunciada.

Figura 41 — Taxa de falha de eclosdo nos organismos expostos (Danio rerio) em relacao
aos tratamentos por processos oxidativos avancados (POAs) e a amostra de agua

produzida 1 sem tratamento, em diluicbes de 12,5%.
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Amostras diluidas a 12,5%
(*) = diferencga significativa entre o controle negativo (p<0,05); (**) = diferenca significativa entre
amostra bruta (p<0,05); Cont = controle negativo; AP1 = agua produzida 1; Fotocat = fotocatalise;
Fotoeletro = foteletrocatalise; O3 = ozonizagdo; O3 + Fotoeletro = ozonizacao fotoeletrocatalitica
Fonte: Autora.

Além do trabalho de Carlsson et al. (2014) que avaliou a AP bruta em
embrides de zebrafish, outros trabalhos também relatam a ecloséo tardia em
peixes expostos a sedimentos e efluentes industrias, contendo compostos
guimicos como praguicidas, alquilfendis e hidrocarbonetos aroméaticos
policiclicos (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 acéo para o atraso e/ou falha

na eclosdo é raramente relatado, porém Carls e Thedinga (2010) sugerem que
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esse efeito ocorra devido a um atraso no desenvolvimento embrionario, o que
leva a um tempo de eclosdo maior do que ocorreria naturalmente. O movimento
espontaneo é o primeiro movimento ocorrido durante o crescimento do embrido
de zebrafish, origina-se da medula espinhal e é desencadeado pelo
desenvolvimento de motoneurdnios que estimulam os musculos (SAINT-
AMANT; DRAPEAU, 1998; BRUSTEIN et al., 2003). Como 0 movimento nunca
param por completamente a eclosédo é considerada como uma causa eventual
(KIMMEL et al., 1974). Portanto, a diminuicdo de movimentacéo espontanea é a
principal causa do atraso ou falha da ecloséo (XIA; ZHENG; ZHOU, 2017). O
movimento espontaneo e a locomog¢&o do embrido de zebrafish s&o reflexos de
sua atividade neuronal. A diminuicdo da movimentacdo espontanea ja foi
relatada anteriormente, sugerindo algum tipo de neurotoxicidade (WANG et al.,
2013; LU etal., 2014; IRONS et al., 2013; CHEN et al., 2012). A falha na ecloséo
tem como consequéncia a morte, pois 0 organismo nao teria alimento suficiente
dentro do corion para manter a vida, necessitando da busca ativa pelo alimento
que estaria impedida pela ndo eclosdo. Neste trabalho, observamos a morte de
um organismo ao final de 144 hpf.

O zebrafish é considerado um peixe predador, potanto sua alimentacao
requer boa natacéo ativa para deteccgéo de presas e coordenacgao corporal para
cacar rotiferos. Durante o primeiro dia de desenvolvimento (24 hpf), o movimento
do corpo do embrido ja € evidente, devido as frequentes contracées ocorridas
dentro do cérion, porém o nado livre sé ocorre apds as 144 hpf, com a inflacédo
da bexiga natatoria. Antes desse periodo o zebrafish passa a maior parte do
tempo inativo, deitado de lado. Ou seja, a flutuabilidade na 4gua propiciada pela
bexiga natatéria sé € atingida apos a sua inflagcdo que deve ocorrer entre 96 a
144 hpf (STRAHALE et al., 2012). Assim, a bexiga natatéria somente foi avaliada
apos 144 hpf.

A falha na inflacdo da bexiga natatoria, foi observada mesmo apdés todos
os tratamentos (Figura 42). Nenhum dos tratamentos apresentaram diferenca
significativa (p<0,05) quando comparada a AP1. Entretanto, a falha na inflagéo
da bexiga natatéria na AP1 j4 foi detectada na diluicdo de 7,5% (Tabela 8), o que
nao foi obervado no tratamento nos tratamentos de fotocatalise, ozonizacao e o
tratamento combiando de ozonizacgéo e fotoeletrocatélise. O mesmo ocorreu no

trabalho publicado por Li et al. (2011), que constatou a falha na inflacdo da
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bexiga natatoria em embrides de zebrafish expostos ao retardante de chamas

heterociclico bromado tris (2, 3-dibromopropil) isocianurato.

Figura 42 — Comparacdo da falha na inflagdo da bexiga natatéria nas larvas de
Zebrafish expostos ) em relacdo aos tratamentos por processos oxidativos avancados

(POAs) e a amostra de agua produzida 1 sem tratamento, em diluicdes de 12,5%.
100~ * * * * *

50+

Falha inflamanto da
bexiga natatéria (%)

Amostras diluidas a 12,5%

(*) = diferenca significativa entre o controle negativo (p<0,05); Cont = controle negativo; Fotocat
= fotocatdlise; Fotoeletro = foteletrocatalise; O3 = ozoniza¢éo; O3 + Fotoeletro = ozonizagédo
fotoeletrocatalitica.

Fonte: Autora.

O fato de ter ocorrido a falha na inflacdo na bexiga natatoria tanto na
amostra AP1 como ap06s os tratamentos pode interferir na sobrevivéncia do
organismo, pois afetaria negativamente seu potencial de natacédo e predacéo,
tornando desta forma o peixe mais suscetivel a predacdo, bem como inapto a
obter seu préprio alimento, comprometendo desta forma sua funcionalidade.

Apés a realizacdo do teste FET foi calculado os valores de CLso e CEso
para os efeitos ocorridos nos embrides de zebrafish, conforme Tabela 9. Como
pode ser verificado, os valores de CLso ndo diferiram muito em relagdo a amostra
bruta e apds os tratamentos, variando entre 13,54% a 15,72%. Estes dados
somados aos outros valores de CEsp mostram que 0s tratamentos por processos

oxidativos avancados n&o surtiram efeito em relacdo a espécie Danio rerio.
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Tabela 9 — Valores correspondentes a CLso € CEsp para os efeitos induzidos em
embrides de zebrafish expostos as amostras de agua produzida (AP) bruta e apés os
tratamentos por processos oxidativos avancados.

PARAMETRO AVALIADO

Amostra . (CEso) Nao inflamento (CEso)
(Clso) Mortalidade ) bexiga natatoria Falha Eclosdo
AP1 14,95% 10,37% 11,59 %
(13,92 - 16,06) (19,61 — 10.96) (10,23-13,12)
Fotocatalise 14,32%
(13,29 - 15,42) 11,11% (%) -
Fotoeletrocatalise 13,54% 11,67%
(12,48 - 14,68) (10,42 — 13,08) -
o 14,76% 10,46%
3 (13,70 — 15,09) (9,92 — 11,03) -
Oz + 15,72% 10,19% 11,48%
Fotoeletrocatalise (14,77 — 16,74) *) *)

Fonte: Autora.

Os dados relativos a toxicidade induzida em Zebrafish pela amostra de
AP1 antes e apo0s tratamento foram publicados no periodico abaixo:
BRITO, J.F.; BESSEGATO, G.G.; SOUZA, P.R.F.T.; VIANA, T.S.; OLIVEIRA,
D.P,; MARTINEZ-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 reducéao
da toxicidade nos tratamentos por fotocatalise, fotoeletrocatalise e ozonizacéo
fotoeletrocatalica (Figura 43B, C, E) quando comparado a amostra AP1 (Figura
43A) que foi téxica a bactéria. Entretanto, o tratamento apenas por ozonizacao

nao reduziu o efeito (Figura 43D), mantendo a toxicidade da amostra.
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Figura 43 — Inibicdo de luminescéncia observada nas bactérias Vibrio fischeri expostas
a diferentes concentracfes da (A) agua produzida 1 (AP1) e ap6s o tratamento por: (B)
fotocatalise; (C) fotoeletrocatalise; (D) ozonizacao; e (E) ozonizacéo fotoeletrocatalitica.
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(*) = diferenga 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

estimulatéria compensatoria ao estresse relacionado a exposi¢cdo da bactéria

Vibrio fischeri aos tratamentos e a AP1, e ndo uma resposta benéfica ao
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organismo nas amostras mais diluidas. Essa resposta ndo 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 ap0s todos os tratamentos (fotocatélise, fotoeletrocatélise,
ozonizacdo e ozonizacado fotoeletrocatalitica), além do controle negativo nas
diluicbes de 0,781%, 1,562%, 3,125%, 6,25% e 12,5%. A Tabela 10 mostra a
mortalidade dos organismos apds exposicdo a diferentes diluicbes testadas.
Apenas as duas menores diluicbes (6,25% e 12,5%) apresentaram toxicidade
relevante em comparacao ao controle negativo nos tratamentos de fotocatalise,
ozonizagao e ozonizagéo fotoeletrocatalitca, como pode ser observado na Figura
44B, D e E, enquanto o tratamento de fotoeletrocatalise (Figura 44C) ainda
apresentou toxicidade, mas apenas na diluicdo de 12,5%. Esses resultados
revelam reducédo da toxicidade da amostra de AP1 (que foi toxica nas diluicdes

de 6,25% e 12,5%, Figura 44A) apoés o tratamento de fotoeletrocatalise.

Tabela 10 — Numero total de neonatos (Daphnia similis) iméveis apds exposicdo a
diferentes diluicdes da amostra de dgua produzida de petréleo com e sem tratramentos
Numero total de organismos iméveis

Diluigao 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 — Gréfico de comparacéo da porcentagem de mortalidade da Daphnia similis
em relacdo ao controle negativo. (A) Agua produzida AP1 sem tratamento. (B) AP1
tratada por fotocatalise. (C) AP1 tratada por fotoeletrocatalise. (D) AP1 tratada por
ozonizacdo. (E) AP1 tratada por ozonizagdo fotoeletrocatalitica
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agua produzida 1.

Fonte: Autora.

Como pode ser observado na Tabela 11 o tratamento de fotoeletrocatalise
possui maior valor de CLso quando comparado aos outros tratamentos, 0 que

mostra uma clara reducéo da toxicidade da AP1 apds essa forma de tratamento.
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Tabela 11 — Valores correspondentes a CLso induzidos em Daphnia similis no teste de
toxicidade aguda.

APl Fotocatalise Fotoeletrocatalise O3 Os+ .
Fotoeletrocatalise
ClLsxo 7,286 7,558 8,34 6,625 7,105
intervalo (8,45 - (8,75 -
de (8,47 - 6,74) (9,08 — 7,66) (8,19 - 6,16)
confianca 6,35) 6.33)

CLso = Concentracao letal média; Oz = ozonizcdo; AP1 = agua de petréleo 1
Fonte: Autora.

Os estagios iniciais da vida de organismos aquaticos tem mecanismos
reduzidos para a protecdo a substancias toxicas, neonatos de daphanias como
usados em nesse estudo, possuem niveis mais baixos de transcricdo de genes
de reparos de DNA, portanto sdo mais suscetiveis que os adultos a substancias,
como por exemplo aquelas que séao genotoxicas (DAVID et al., 2011; BLEWETT
etal., 2017a). A mortalidade aguda de organismos expostos a amostras de agua
produzida de petréleo é geralmente atribuida a presenca de hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (HPAs) (NEFF et al., 2000; DOREA et al., 2007;
FAKHRU’L-RAZI et al., 2009; ALSALKA KARABET; HASHEM, 2011; NEFF et
al.,, 2011; BUTKOVSKY!I et al., 2017; SCHMEICHEL, 2017; HE et al., 2017,
JIMENEZ et al., 2018). Um dos mecanismos que levam a morte em decorréncia
da exposicao aos sais e HAP é a geracdo de estresse oxidativo, em decorréncia
da geracdo de espécies reativas de oxigénio, que interferem nos sistemas de
defesa antioxidante em organismos aquaticos (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 niveis de glutationa, biomolécula essencial na
reducgéo de estresse oxidativo em daphnias (FELDMANNOVA et al., 2006).

Blewett et al., 2018 observou imobilidade de Daphnia magna expostas a
concentracdes inferiores a concentracdo letal mediana em testes com agua
produzida por fraturamento hidraulico (APFH). A imobilidade dos organismos
expostos é um indicador ecologico sensivel de efeitos ambientais adversos
associados a exposicao a misturas complexas como APFH ou AP, decorrente
principalmente de surfactantes a base de agua, que diminuem a tensédo
superficial da agua, e de hidrocarbonetos flutuantes que aderem aos organismos

e rompem a superficie da dgua e impedem sua re-submersédo. Este efeito de
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imobilidade, assim como o observado em nosso estudo, impacta diretamente na
sobrevivéncia dos organismos, pois 0s organismos ficam impossibilitados de
retornar a coluna de agua, o que prejudica sua alimentacao e a capacidade de
troca de carapaca, 0 que impede a sua reproducdo. Segundo Delompré et al.
(2019) a exposicdo a APFH interfere também no comportamento fotocatalitico
de D. magna, levando a um aumento dose dependente na velocidade de
aparecimento de dafideos na zona iluminada, ou seja, uma resposta rapida a
fototaxia positiva. Efeito esse que pode influenciar nos processos de predacao e

alimentacao da espécie.

4.3 Amostra de agua produzida de petroleo n. 2 (AP2)

4.3.1 Tratamento com Vermiculita magnetizada

A salinidade da AP2 foi de 5 g/l enquanto apos o tratamento com VMT-
mag o valor foi de 6 g/l. Como ja citado anteriormente, a saliniade apdés a diluicdo
das amostras ndo € suficiente para promover toxicidade adicional aos
organismos.

Conforme ja citado, o tratamento com vermiculita, bem como as analises

guimicas referente a composicdo da amostra de AP2 foram realizadas pelo
Instituto de Quimica de Araraquara, em parceria com o0 grupo da profa. Maria
Valnice Boldrin Zanoni. Os dados relativos a composi¢cdo da amostra antes e
apos o tratametno, bem como os dados de toxicidade com Daphnia similis que
serdo 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
Engineeringl, v. 39, 2021.

A amostra AP2 foi analisada por Cromatografia a gas, acoplada a
espectrometria de massas (BARTILOTTI et al.,, 2021) e, 0s compostos

identificados estéo apresentados na Tabela 12.
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Tabela 12 - Lista das substancias encontradas na agua produzida 2 (AP2) por
Cromatografia a gas, acoplada a espectrometria de massas.

Tempo de retengao Massa Molecular Nome IUPAC e estrutura
(min) (Da) Quimica
2,75 78 Benzeno
3,73 118 1,1-Dietoéxietano
\/"\r"\/
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

jope

5,56 106 1,2-Dimetilbenzeno (o-Xileno)

Fonte: Adaptado de Bartilotti et al. (2021).

Apés o tratamento, foi observada diminuicdo da area dos picos referente
ao Benzeno (60%), Tolueno (10%), Etilbenzeno (85%) e Xilenos, indicando que
o tratamento com VMT-mag apresenta bom desempenho para remogao de
compostos do grupo BTEX presentes em AP (BARTILOTTI et al., 2021).

A presenca 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 concentracdo levemente aumentada no

sobrenadante apds o tratamento da concentracgao inicial.
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Nanoparticulas de magnetita ndo forneceram muita influéncia na
capacidade de remocdo da vermiculita, mas a vermiculita magnetizada
contribuiu para remover principalmente matéria organica genérica e metais em
geral da agua produzida pelo petréleo. O tratamento proposto também oferece
uma facil recuperacdo do mineral, promovendo-o como uma alternativa e
aplicavel sorvente de aromaticos e metais para tratamento de efluentes em
plataformas offshore (BARTILOTTI et al., 2021).

4.3.2 Vibrio fischeri (Microtox)

A amostra AP2 e apés tratamento com VMT-mag foi avaliada pelo método
de Microtox e ndo apresentou toxidade a bactéria Vibrio fischeri (Figura 45). A
amostra bruta apresentou discreto aumento na emissdo de luminescéncia, da
mesma forma como observado com a amostra AP1 bruta. J4 a amostra tratada
por vermiculita ndo apresentou diferenca significativa (p<0,05) em relacdo ao

controle negativo.

Figura 45 — Inibicdo de luminescéncia da bactéria Vibrio fischeri exposta a diferentes
concentracdes. A) dgua produzida 2 (AP2) sem tratamento. B) AP2 tratada com a
vermiculita magnetizada (VMT-mag).
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Fonte: Autora

Além dos nossos dados referente a toxicidade da AP1 para Vibrio fisheri
apresentados anteriormente neste documento e publicado em Brito et al., (2019),
diversos autores ja relataram a toxicidade da AP para este mesmo modelo.
Ajuzieogu et al. (2018) avaliaram amostras de AP tratadas (submetidas a

filtrac&o, centrifugacéo, decloracédo ou ajuste de pH) e ndo tratadas coletadas de
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uma instalacéo offshore de producdo operacional situada na cidade de Warri,
Estado Delta, Nigéria em Vibrio fischeri. A AP ndo tratada apresentou um valor
de CEso de 15 min de 1,0%, sugerindo enquadramento na categoria de
“‘extremamente toxica”, enquanto que para a AP tratada o valor de CEso de 15
min de 23,27% sendo sugerida classificagdo como “muito toxica”. Alzahrani et al.
(2013) estudaram AP coletada de uma refinaria de propriedade da Maléasia Oll
and Gas Company, demonstrando que a amostra bruta apresentou toxicidade
para a bactéria, com CEso de 15 min de 14,27%. Ja a amostra submetida a
filtracdo em membrana NF 13,65% (CEso), em membrana mostrou-se livre de
toxicidade, em que a concentracdo efetiva de 100% (CEso) ndo causou efeitos
guando exposto a V. fischeri. Corréa et al., (2010) estudaram outra amostra de
AP bruta, que apresentou toxicidade elevada para a bactéria Vibrio fischeri
(tempo de exposicdo de 30min) e para o peixe Poecilia vivipara com CEso <
1,55% para ambas as espécies, enquanto que apos tratamento da amostra por
60 minutos por oxidacdo fotocatalitica por ozoénio, foi observada menor
toxicidade aguda para a bactéria (CEso 30,3%), mas para o peixe a toxicidade
permaneceu alta (CLso 1,9%). Ainda, a AP tratada foi submetida ao
biotratamento com a microalga Uva spp. Tendo sido observada reducéo
significativa de toxicidade, com CEso de 89,2% e 85,7% para a espécie de
bactéria e peixe, respectivamente. Manfra et al., (2007) avaliaram AP de
formacao e sedimento superficial coletado em torno de uma plataforma de gas
(Fratello Cluster), localizada no Mar Adriatico (Pescara, Italia). Os autores
detectaram baixo nivel de toxicidade no sedimento e alta toxicidade para a 4gua
de petréleo mesmo apos o tratamento (filtracdo por membrana). A alta toxicidade
aguda (CEso 5,54 — 8,91%) foi detectada em todos os tempos de exposicao (5,
15, 30 min) da bactéria a AP filtrada e nao filtrada ndo existindo diferencas
significativas entre elas. Em 2010, Manfra e colaboradores estudaram outra
amostra de AP de formacéo coletada de 3 diferentes plataformas (offshore) ha
aproximadamente 20 km da costa Adridtica (Pescara e Rimini, Itédlia). As
amostras de agua de petréleo foram filtradas em membrana para serem
utilizadas nos bioensaios. Os autores relataram diferenga de sensibilidade entre
as espécies, sendo que Tigriopus fulvus (crustaceo) e Dicentrarchus labrax
(peixe) apresentaram a maior toxicidade (CEso <50%), seguida por Vibrio fischeri

(CE20 < 30%), enquanto que Artemia franciscana (crustaceo) e as duas algas
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(Phaeodactylum tricornutum e Dunaliella tertiolecta) ndo apresentaram efeito
toxico significativo (CE20 > 50%).
Porém, ndo foi observada toxicidade para nossa amostra AP2,

provavelmente devido a diferengas 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 trés experimentos independentes) em
diluicbes tdo baixas quanto 6,25% (Tabela 13). Na menor diluicdo testada,
12,5%, observamos o mesmo efeito em todos o0s organismos expostos. No
entanto, ap6s o tratamento (AP2 VMT-mag), foi observada imobilidade
significativa em relagdo ao controle negativo apenas na maior concentracao
testada de 12,5% (v / v) (Figura 46). Considerando que a CLso calculada antes
do tratamento foi de 5,78 (x 0,52%), podemos afirmar que o tratamento com
VMT-mag reduziu drasticamente a toxicidade para Daphnia similis, tendo

apresentado um ClLso 2,3 vezes (13,3 £ 0,70%) maior.

Tabela 13 — Numero total de neonataos (Daphnia similis) iméveis por réplica (triplicata)
apos exposicdo a amostra de agua produzida de petréleo (AP2) com e sem tratamento
com vermiculita magnetizada (VMT-mag).

Numero total de neonatos (Daphnia similis) imoveis

Réplica  Cont Diluicdes AP2
0,78% 156% 3,12% 4,16% 52% 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

Diluicdes AP2 VMT-mag
0,78% 1,56% 3,25% 6,25% 8,33% 10,42% 12,5%

Réplica Cont

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 relagéo ao controle
negativo. A) Agua produzida de petdleo (AP2) sem tratamento. B) AP2 tratada com
Vermiculita magnetizada (VMT-mag).
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(*) = diferenga significativa entre o controle negativo (p<0,05); Cont = controle negativo; AP2 =
agua produzida 2; AP2 VMT-mag = agua produzida 2 tratada com vermiculita magnética.
Fonte: Autora

Os microcrusticeos do zooplancton estéo entre 0s grupos mais sensiveis
aos estressores ambientais (GUTIERREZ; PAGGI; GAGNETEN, 2012). O
genero Daphnia € constituido de organismos filtradores encontrados em
ambientes aquaticos e ocupam uma posi¢cao importante na cadeia alimentar,
pois sdo 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'agua (TATARAZAKO;
ODA, 2007). Portanto, desempenham papel importante no ecossistema e sua
reducdo em um ambiente impactado por AP afetaria ndo somente a populacéo

do organismo, mas também a de outros niveis organizacionais.

4.3.4 Daphnia magna (clone BEAK)

Nossos dados demonstram que a AP2 com e sem tratamento apresentam
efeitos nocivos em relacdo a sobreviviencia (Figura 47), a reproducdo de
Daphnia magna reduzindo o numero de neonatos (Figura 48) e,
consequentemente, a taxa intrinseca de crescimento populacional (r) (Figura
49), em comparacdo com o controle negativo (p<0,05) (Tabela 14), de forma
dose dependente. Efeitos sobre a reproducdo em daphnias ja foram relatados

em outros estudos, com reducdo no nimero de neonatos assim como na taxa
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intrinseca de crescimento populacional apos a exposicéo a corantes (ABE, 2019)
e praguicidas (PESTANA, 2010).

Figura 47 — Mortalidade (%) de Daphnia magna ao final de 21 dias de exposi¢ao as
amostras de agua produzida de petréleo (AP2) com e sem tratamento com vermiculita
magnetizada (VMT-mag).

100~ " =
Hl AP2 VMT-mag

_ AP2
8
o
o
5 50+
£
<)
=

0 \l' T ‘I ‘I L

0°° (§\° Q’prg\° Q:gg\° A
Q‘
Diluigdes
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Fonte: Autora

Figura 48 — Numero total de neonatos reproduzidos ao final de 21 dias de exposicao da
Daphnia magna as amostras de AP com e sem tratamento.
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Fonte: Autora
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Figura 49 — Taxa intrinseca de crescimento populacional (r) do nimero de neonatos
reproduzidos ao final de 21 dias de exposi¢cdo da Daphnia magna as amostras de AP2
com e sem tratamento.
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Fonte: Autora

Apoés a exposicdo por 21 dias, houve também reducédo da capacidade
reprodutiva das fémeas (Tabela 14), pois 0 nimero total de neonatos nascidos
foi reduzindo também de forma dose-dependente (Figura 48). A amostra sem
tratamento apresentou maior toxicidade quando comparada a tratada, pois a
reducdo no numero de neonatos iniciou na diluicdo de 0,32% e 0,8% e nédo
ocorreu nascimentos nas diluicdes de 2 e 5%, pois as fémeas morreram antes
do prazo final de 21 dias para encerramento do teste. Mesmo apdés o tratamento
da AP2 com VMT-mag houve reduc¢des significativas deste dado também nas
menores diluicées de 0,8%, 2% e 5%, 0 que caracteriza ainda toxicidade da
amostra, mesmo que de forma reduzida quando comparada ao controle

negativo.
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Tabela 14 — Numero total de nenotos (Daphnia magna) por réplica das diferentes
diluicBes testadas para agua produzida de petroleo (AP2) com e sem tratamento com
vermiculita magnetizada (VMT-mag) ao longo de 21 dias.

Numero total de neonatos (Daphnia magna) em 21 dias

Réplica  Controle Diluicoes 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
Lo Diluicbes AP2 VMT-mag
Replica  Controle 5050 032%  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 reducdo da capacidade reprodutiva das daphnias ja foi relatada por
outros autores (YUAN et al., 2018; LIU et al., 2019; JAIKUMAR et al., 2019),
estando este parametro diretamente ligado ao nivel populacional desses
microcrustaceos e no controle populacional de algas, como dito anteriormente.
Portanto, representa um impacto direto a nivel populacional e ecossitémico.
Feldmannova et al. (2006) avaliaram a toxicidade dos hidrocarbonetos N-
heterociclicos policiclicos aromaticos (N-PAHs) em invertebrados aquaticos
(Daphnia magna) e relataram todos os N-PAHs testados suprimiram a
reproducdo dos organismos, sugerindo que os N-PAHs podem induzir estresse
oxidativo em D. magna.

A toxicidade de compostos quimicos organicos, incluindo benzeno,
tolueno, etilbenzeno e xileno (BTEX) tem preocupado devido & capacidade de

inducdo de efeitos adversos em organismos, dentre eles a ocorréncia de
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anormalidades reprodutivas. Como no estudo realizado por Khaled, Ferjani e
Sirotkin (2017), que investigaram a exposigdo crénica a BTEX a 25 ug L ~! nos
ovarios da sanguessuga de agua doce Erpobdella johanssoni em nivel citoldgico
e molecular. Segundo os autores com base na microscopia de luz e eletronica
de transmissdo, as células somaticas e od0citos vitelogénicos dos animais
tratados sofreram alteracdes degenerativas, como vacuolizacéo citoplasmaética,
alteracdes mitocondriais e condensacao nuclear de DNA, em comparagcdo com
organismos controle. Além disso, o teste do cometa apoiou 0s resultados
histolégicos e ultraestruturais, mostrando que a exposicdo ao BTEX induziu
significativamente mais fragmentacdo de DNA nas células do ovério de
sanguessugas tratadas do que nos controles (p <0,0001). A deterioracéo
induzida por BTEX em células ovarianas sugere a genotoxicidade de BTEX na
00génese em sanguessugas, o que pode prejudicar sua reproducao. Os BTEX
sdo agentes tdxicos ambientais que exercem sua toxicidade por meio da
interrupcao celular através da inducédo 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 ja foram realizados e apontaram os BTEX como um um
composto téxico a reproducdo (HANNIGAN; BOWEN 2010; SIROTKIN et al.
2012; WEBB et al. 2014; DJEMIL et al. 2015).

Blewett et al.,, 2017a avaliaram a expressao dos genes cyp4 e cut e
observaram que foram significativamente alteradas apds exposi¢éo por 24 h de
daphnias a agua produzida a partir do retorno de fraturamento hidraulico (APFH).
O gene cyp4 codifica o membro da familia do citocromo P450, essencial na
destoxificacdo e no metabolismo de fase 1 (SNYDER, 2000). Além disso, 0s
autores observaram uma regulacdo positiva do gene cut apos 24 horas de
exposicdo a APFH (0,004%, 0,008% e 0,04%). Esse gene esta diretamente
ligado ao processo de muda em crustaceos (KUBALLA et al., 2011), pelo qual a
proteina da cuticula é produzida pela epiderme durante a embriogénese e
renovada durante a muda (BLEWETT et al., 2017a). A proteina da cuticula é
essencial para o exoesqueleto da daphnia, pois age como barreira a
contaminantes ambientais (JEONG et al., 2013). BLEWETT et al., 2017a apés
analise dos efeitos subletais, concluiram que a APFH induz efeitos na captacao
de oxigénio, e tem impactos no metabolismo e na muda dos organismos em

niveis moleculares. A medida que os daphinideos fazem a muda (troca de
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exoesqueleto), os neonatos em desenvolvimento sao liberados, ou seja, o efeito
na expressao do gene cut pode estar relacionado a mortalidade do organismo.
O aumento na expressao do gene cut pode esta relacionado a “desova e morte”
gue € um mecanismo muitas vezes empregados por invertebrados em resposta
a exposicao a substancias toxicas (SCHMITT et al., 2008). Efeito esse que pode
ter ocorrido com nossa amostra de AP2 em todas as concentragoes.

A toxicidade de substéancias tipo BTEX ou apenas benzeno, tolueno e
xilenos (BTX) como as presentes na nossa amostra ja foram relatados por outros
autores. Nascimento et al. (2020) avaliaram a toxicidade de BTX, isolados e em
misturas binérias, para o microcrustaceo Mysidopsis juniae. Considerando a
CL50 dos compostos isolados, o xileno (16,1 + 2,4 mg L ~ ") foi considerado o
mais téxico, seguido pelo tolueno (38,0 +5,3 mg L ~ ") e, por ltimo, benzeno
(78,0 £ 2,9 mg L ~"). Peng et al. (2015) avaliaram os efeitos toxcicos de BTEX
indiviais e mistos em Euglena gracilis, analisando a taxa de crescimento,
alteragbes morfologicas e conteudo de clorofila em E. gracilis Z e suas células
SMZ mutantes tratadas com uma Unica e mistura de BTEX. O BTEX induziu
mudancas morfologicas, formacédo de lipofuscina e diminuicdo do conteddo de
clorofila de E. gracilis Z de maneira dose dependente. A toxicidade de cada
BTEX relacionada ao crescimento celular e a inibicdo da clorofila segue a
seguinte ordem: xilenos> etilbenzeno> tolueno> benzeno.

Em nosso estudo, o tamanho final das D. magna (Tabela 15) foi medido
guando o teste completou 21 dias de exposi¢cado (Figura 50) e ndo houve
diferengas significativas em nenhuma das diluicdes testadas, tanto com como
sem tratamento, quando comparadas ao controle negativo. O que indica que

esse parametro ndo é afetado pela toxicidade das amostras.
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Tabela 15 — Tamanho (mm) final das Daphnia magna ao final de 21 dias de exposicao
a diferentes diluicbes da amostra de agua produzida de petréleo (AP2) com e sem
tratamento com vermiculita magnetizada (VMT-mag.

Tamanho (mm) final das Daphnia magna

Réplica  Controle Diluicoes 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 - -
P Diluicbes AP2 VMT-mag
Réplica  Controle —4 5005350 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 (méaes) ao final de 21 dias de
exposicao as amostras de agua produzida de petréleo (AP2) com e sem tratamento com

vermiculita magnetizada (VMT-mag).
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Cont = controle negativo; AP2 = 4gua produzida 2; AP2 VMT-mag = agua produzida 2 tratada
com vermiculita magnética.
Fonte: Autora

O tamanho do corpo é universalmente reconhecido como um atributo de

importanica critica na biologia e ecologia funcional dos animais (HAVENS et al.,

101



Capitulo 4 — Resultados e discussao

2015). Os claddceros possuem plasticidade de caracteristicas em termos de
tamanho corporal em decorréncia de respostas a fotores bidticos e abioticos
(LYNCH, 1977; KOROSI et al., 2008; HAVENS; BEAVER, 2011). Daphnias de
corpo maior sdo melhores concorrentes de alimentos em comparagao aos que
possuem corpos menores. Além disso, em ambientes com peixes ocorre a
predacéo seletiva de tamanho em espécies de corpos grandes o que pode mudar
o equilibrio 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
microcrustaceos planctonicos pode ser um bom indicador do status ecoldgicos

de recursos hidricos.

4.3.5 Chironomus riparius

Foi realizado o teste de toxicidade aguda em Chironomus riparius
utilizando as dilui¢cdes de 1,5625%, 3,125%, 6,25%, 12,5%, 25%, 50% e 100%,
da amostra AP2 e foi obtido o valor de CLso de 46,42 (intervalo de confianca de
42,25 — 51,01) para a amostra sem tratamento e CLso de 91,65 (intervalo de
confianca de 81,99 —102,5) para a amostra de tratada com vermiculita. Confome
pode ser observado na Tabela 16, houve diferencas significativas na mortalidade
dos organismos nas diferentes diluicbes. Esses dados de toxicidade aguda
revelam uma reducdo de quase 50% na toxicidade da amostra tratada em
comparacdo com a amostra bruta, demonstrando a importancia do tratamento
para esse tipo de residuo. A toxicidade aguda interfere na populacdo de
chironomus disponiveis no ambiente e a sua reducdo pode ocasionar
desiquilibrio ecolégico, uma vez que esses organismos sao um dos principais
constituintes de diversos meios e sdo predadores e presas de outros organismos
superiores (TAENZLER et al. 2007; SERRA et al., 2016).
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Tabela 16 — Numero total de organismo mortos no teste de toxicidade aguda com
neonatos de Chironomus riparius expostos a diferentes concentracbes da amostra de
agua produzida de petréleo (AP2) com e sem tratamento com vermiculita magnetizada
(VMT-mag).

NuUmero total de Chironomus riparius mortos

Réplica Controle DiluicGes AP2
1,562% 3,125% 6,25% 125% 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

Diluicbes AP2 VMT-mag
1,562% 3,125% 6,25% 125% 25% 50%  100%

Réplica Controle

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 relacdo aos testes crbnicos, 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, 0 oxigénio dissolvido estava acima de 8 mg L -* em e a condutividade
551 e 1366. Aléem da emergéncia total em o tratamento controle atingiu 80%.

Parametros da histéria de vida constituem o0s principais recursos
utilizados na avaliagdo de efeitos decorrentes da contaminagao de insetos. A
taxa de crescimento de C. riparius e o0 atraso da emergéncia sdo indicativos de
efeitos no nivel populacional (CAMPOS et al., 2016).

Como pode-se observar na Figura 51, foram observadas diferencas
significativas (p<0,05) da porcentagem de emergéncia nos organismos expostos
a diluicdo de 12,5% da amostra tratada por VMT-mag em comparacao ao
controle negativo, porém, em relacdo ao tempo de emergéncia total dos
organismos (Figura 53) ocorreu um atraso na diluicdo de 12,5% da amostra AP2

sem tratamento.
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Figura 51— Porcentagem de emergéncia dos mosquitos (Chironomus riparius) expostos
a diferentes diluicbes da agua produzida de petréleo (AP2) com e sem tratamento com
vermiculita magnetizada (VMT-mag).
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(*) = diferenca significativa entre o controle negativo (p<0,05); Cont = controle negativo; AP2 =

agua produzida 2; AP2 VMT-mag = agua produzida 2 tratada com vermiculita magnética.
Fonte: Autora

Figura 52 — Tempo total (dias) de emergéncia dos mosquitos (Chironomus riparius)
expostos a diferentes diluicdes das amostras de agua diluida de petroleo (AP2) com e
sem tratamento com vermiculita magnetizada (VMT-mag).
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(*) = diferenga significativa entre o controle negativo (p<0,05); Cont = controle negativ o; AP2 =
agua produzida 2; AP2 VMT-mag = agua produzida 2 tratada com vermiculita magnética.
Fonte: Autora

O tempo de emergéncia (dias) dos organismos machos (Figura 53) foi
afetado na menor diluicdo (12,5%) da amostra sem tratamento, além disso, o
tempo de emergéncia (dias) das fémeas também foi afetado nas diluicbes de
0,8%, 5% e 12,5% também na amostra sem tratamento (Figura 54). Entretanto,
esses efeitos ndo sdo observados na amostra de AP2 tratada por VMT-mag,
indicando uma redugdo na sua toxicidade e a relevancia do tratamento. O
monitoramento da emergéncia dos mosquitos € um dado extremamente

significante, pois esta diretamente relacionada a reprodugdo, permitindo
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considerar parte do ciclo de vida do quironomideo, pois integra efeitos nos

estagios larvais e pupal.

Figura 53 — Tempo (dias) de emergéncia dos organismos macho (Chironomus riparius)
expostos a diferentes diluicdes das amostras de agua produzida de petroleo (AP2) com
e sem tratamento com vermiculita magnetizada (VMT-mag).
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LS
Fonte: Autora

N
(3,]
]

[
o
1

Tempo de emergéncia
dos organismos machos (dias)

o
L

Figura 54 — Tempo (dias) de emergéncia dos organismos fémeas (Chironomus riparius)
expostos a diferentes diluicbes das amostras de agua produzida de petroleo (AP2) com
e sem tratamento com vermiculita magnetizada (VMT-mag).
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(*) = diferenca significativa entre o controle negativo (p<0,05); Cont = control e negativo; AP2 =
agua produzida 2; AP2 VMT-mag = agua produzida 2 tratada com vermiculita magnética.
Fonte: Autora

Conforme ilustrado nas Figuras 53 e 54 acima, as fémeas foram mais
afetadas nas diluicbes de 0,8; 5 e 12,5% enquanto os machos apenas na diluicdo
de 12,5% das amostras sem tratamento (AP2), indicando maior sensibilidade do

sexo feminino em relacdo ao masculino. Rodrigues et. al (2015a) avaliando a
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toxicidade de piretroides para C. riparius também observaram maior resisténcia
do sexo masculino. Uma hipotese que pode esclarecer o motivo das fémeas
terem sido mais afetadas que os machos quando expostos a amostra AP2, é a
diferenca de metabolismos entre os organismos, pois as fémeas demandam
mais reservas energéticas para producdo de massa de ovos, 0 que pode
acarretar a maior acumulo de substancias toxicas (GOEDKOOP et al., 2010). No
caso dos organismos femininos, foi demonstrado que eles acumulam mais
xilenos (substancia presente em nossa amostra de agua produzida) do que os
machos, e 0s ovarios sdo o 6rgdo alvo para o acumulo desse hidrocarboneto
(SUTER-EICHENBERGER et al. 1998; WAN et al. 2007; LIN et al. 2013). Além
disso, segundo Campos et al. (2019) altera¢des na sincronia da emergéncia de
mosquitos machos e fémeas pode afetar o enxame de C. riparius, de forma que
ocorram alteracdes na reproducédo dos organismos e até mesmo na dinamica
populacional.

A emergéncia tardia de Chironomus ja foi relatada anteriormente por
Arambourou et al. (2019) que coletaram trés sedimentos em campo
contaminados com praguicidas, metais, ftalatos e hidrocarbonetos aroméaticos
policiclicos (HAPs) e avaliaram sua toxicidade a Chironomus riparius ao longo
do seu ciclo de vida, e os efeitos toxicos foram medidos em diferentes niveis de
organizacdo biologica: desde o molecular (analise lipidbmica e variacbes
transcricionais) até o organismo como um todo (taxa de respiracdo, marcadores
de forma e taxa de emergéncia). No sedimento caracterizado por um nivel
intermediario de contaminacdo com HAPs e ftalatos ocorreu aumento da
resposta ao estresse celular e emergéncia tardia dos machos, ja no sedimento
mais contaminado com HAPS, ftalatos e praguicidas, genes relacionados as vias
enddcrinas foram superexpressos e foi observado auemnto da resposta ao
estresse celular e processos de biotransformacgéo, enquanto o formato da asa
feminina foi afetado. O sucesso reprodutivo dos insetos depende da biossintese
de vitelogenina e da sua absor¢do nos odcitos em desenvolvimento, uma vez
gue o vitelo é a principal fonte de energia que alimenta o desenvolvimento do
embrido, a interrupcdo da embriogénese pode afetar a geracdo seguinte. O
atraso da emergéncia em Chironomus riparius € devido ao aumento de consumo
de energia a custa do crescimento para neutralizar efeitos toxicos nos
organismos (ARAMBOUROU et al., 2019). Em outro estudo Verrhiest et al.
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(2001) avaliaram a exposicdo dos macroinvertebrados Daphnia magna, Hyalella
azteca e Chironomus riparius aos HAPs fenantreno (P), fluoranteno (FLA) e
benzo (K) - fluoranteno (B), isoladamente ou em combinacéao, tendo sido avaliada
por meio de testes de sedimento monoespecifico de toxicidade aguda (entre 24h
e 14 dias). Para o fenantreno, as CLso 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 CLso de 10, 5 e 15 mg/kg
respectivamente para Daphnia magna, Hyalella azteca e Chironomus riparius.

Park et al. (2009) avaliaram a exposicao de C. riparius a fenbentazol e
observaram efeitos significativos na sobrevida, crescimento, equilibrio sexual de
adultos emergentes e desenvolvimento de deformidade no aparato bucal. Os
autores relataram que a proporgédo de adultos emergidos do sexo masculino
aumentou nos grupos tratados com fenbendazol. A avaliacdo dos efeitos em
nivel molecular induzidos por fenbendazol revelou que a expressdo dos quatro
genes da familia HSP além do CYP450 eram potenciais indicadores da
exposicdo ao fenbendazol em C. riparius. O citocromo P450 € um dos sistemas
enzimaticos mais importantes envolvidos na destoxificacdo de xenobioticos e na
regulacdo hormonal dos insetos, nesse estudo o gene CYP450 foi modulado em
resposta a exposicdo dos organismos ao fenbendazol, indicando que a
exposicdo possa estar associada a distirbios no sistema hormonal dos
mosquitos, afetando de forma significativa os processos de crescimento e
emergéncia (PARK et al., 2009). Alteracdes na relacdo sexual, efeitos na
diferenciacao sexual ou fenétipos especificos do sexo, sugerem uma potencial
desregulacdo nos processos hormonais dos organismos expostos a estressores
ambientais (HAHN LIESS; SCHULZ 2001). Em insetos, a ecidisona e o 20-
hidroxiecdone sdo extremamente importantes, pois respectivamente, agem
como precursor direto do hormonio ativo de muda e como esteroides sexuais
masculinos (DE LOOF; HUYBRECHTS 1998), uma vez que 0S processos de
diferenciacdo sexual em animais sdo baseados na proporgédo entre homens e
mulheres. Portanto a proporcéo reduzida de fémeas pode ser entendida como
consequéncia da desregulacdo hormonal (PARK et al., 2009).

Quanto ao parametro de peso de machos e fémeas, ndo foi observada
diferenca 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 aguaticos; fémeas maiores sao
mais fecundadas, assim como os machos de maior porte obtem mais sucesso,
correlacionando-se ao numero total de gametas, assim como O SuCeSSO
reprodutivo (PONLAWAT; HARRINGTON, 2007; LILLEY et al., 2012). A redugé&o
no tamanho corporal de machos e fémeas de C. riparius € uma indicacao de
efeitos reprodutivos fortes, sendo esse um parametro sensivel e relevante para
uma melhor avaliacdo dos efeitos no nivel populacional de contaminantes
(RODRIGUES et al. al., 2015b). Esses efeitos podem levar a efeitos importantes
na populacéo (mortalidade e crescimento reduzido) e nos niveis de comunidades
(CAMPOS et al., 2016).

Figura 55 — Peso (mg) dos Chironmus riparius machos expostos a diferentes diluices
da agua produzida de petroleo (AP2) com e sem tratamento com vermiculita
magnetizada (VMT-mag) ao final de 10 dias.
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Fonte: Autora.

Figura 56 — Peso (mg) dos Chironmus riparius fémeas expostos a diferentes diluicbes
de agua produzida de petroleo (AP2) com e sem tratamento com vermiculita
magnetizada (VMT-mag) ao final de 10 dias.
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Além do numero total de gametas, o peso corporal de chironomus machos
também est4 relacionado ao desempenho de véo (LILLEY et al., 2012
PONLAWAT; HARRINGTON, 2007), ja nas fémeas, 0 peso esta relacionado a
fecundidade e fertilidade através de efeitos na viabilidade e no tamanho da
massa dos ovos (PONLAWAT; HARRINGTON, 2007). Alteracdes nos niveis do
horménio ecdister6ide mediados pelo receptor de ecdisona podem estar
relacionados ao desenvolvimento dos chrironomus, uma vez que esse hormdnio
esta diretamente envolvido na regulacdo do crescimento, desenvolvimento e
reproducao de artropodes (RIDDIFORD et al., 2000). Desta forma, a reducéo de
peso tem sido considerada uma indicacé&o de potenciais efeitos reprodutivos e
podem ser utlizados para entender efeitos no nivel populacional de
contaminantes (CAMPOS et al., 2016; RODRIGUES,; et al., 2015a).

Ao final do periodo de 10 dias de exposicdo, foi medido o tamanho do
corpo das larvas (Tabela 17), (Figura 57). Com redugdes significativas nas
diluicdes 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 diluicbes de agua produzida de petréleo (AP2) com e sem
tratamento com vermiculita magnetizada (VMT-mag).

Tamanho (mm) médio dos Chironomus riparius expostos

Réplica  Controle Diluicoes 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 Diluicbes 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 exposicdo as amostras de agua produzida de petréleo (AP2) com e sem
tratamento com vermiculita magnetizada (VMT-mag) em diferentes diluicdes.
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(*) = diferenca significativa entre o controle negativo (p<0,05); Cont = controle negativo; AP2 =
agua produzida 2; AP2 VMT-mag = 4gua pr oduzida 2 tratada com vermiculita magnética.
Fonte: Autora

Deficiéncias de crescimento nos estagios lavais de C. riparius podem ser
traduzidas em termos de atraso de emergéncia, com consequéncias no maior
atraso de emergéncia das fémeas, assim como observado neste trabalho. O
atraso pode sugerir que o comprimento do crescimento pode ser mais grave em
fémeas do que machos (SILVA et al., 2019). O crescimento larval de Chironomus
riparius esta correlacionado com emergéncia tardia dos mosquitos,
principalmente fémeas, bem como ao tamanho do adulto. O aumento do
metabolismo sugere uma alta demanda de energia em C. riparius o que reduz a
energia disponivel para crescimento e reproducdo (RODRIGUES et al., 2015b).

Azevedo-Pereira e Soares (2010) investigaram os efeitos do cloreto de
mercurio em Chironomus riparius, simulando uma descarga de mercurio em um
ecossistema de &gua doce. Foram avaliados o0s seguintes endpoints:
crescimento, emergéncia, tempo de desenvolvimento e comportamento. A
exposicdo ao mercurio reduziu o0 crescimento e emergéncia, atraso no
desenvolvimento e uma diminuicdo na atividade locomotora das larvas
(AZEVEDO-PEREIRA; SOARES, 2010). Em ecossistemas aquaticos, a maioria
dos agentes toxicos se acumula em sedimentos aquaticos (INGERSOLL 1995;
BURTON; LANDRUM, 2003), portanto, organismos gue vivem em contato
préximo ao sedimento sdo expostos aos produtos quimicos diretamente ou
através da ingestdo de alimento (AZEVEDO-PEREIRA; SOARES, 2010). O

mercurio € um contaminante difuso que provoca deficiéncias de elementos
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essenciais nos organismos por meio da competicdo em moléculas alvo
(WALKER et al. 2006) que afetam o sistema nervoso central da biota (WOLFE
1998). O crescimento € um parametro sensivel em relacdo a mosquitos, sendo
utilizado para estudar a toxicidade cronica de diversos contaminantes (SIBLEY
et al. 2001), tendo a emergéncia adulta de quironomideos como um ponto final
utilizado em testes de toxicidade (PERY et al. 2002). O crescimento é um
endpoint ecolégico muito importante, componente de aptiddo e determinante da
saude da populacdo, ou seja, qualquer efeito individual que possa acarretar o
declinio ou viabilidade populacional pode afetar um ecossistema de agua doce
(AZEVEDO-PEREIRA; SOARES, 2010). Além disso, Chibunda et al., (2009)
avaliaram os efeitos do mercuario inorganico em sedimentos enriquecidos na
sobrevivéncia, crescimento e emergéncia do mosquito Chironomus riparius e
comparou os resultados com as concentra¢cdes de mercurio relatadas em riachos
e rios na Africa. Segundo os autores, com 3,84 mg Hg/kg de sedimento seco, o
mercurio reduziu significativamente a sobrevivéncia larval e o sucesso da
emergéncia de mosquitos em comparacdo 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 emergéncia de C.riparius foi significativamente
atrasada com 0,93 mg/kg de peso seco.

Em nosso estudo, o tamanho da cabeca das larvas de Chironomus
riparius expostas a diferentes diluicbes da AP2 e AP2 VMT-mag foi
significativamente diferente do controle negativo (p<0,05). A AP2 foi toxica para
os organismos nas diluicdes de 0,8%, 2% e 12,5% enquanto a amostra tratada
reduziu significativamente o tamanho da cabeca larval nas diluicdes
intermediarias de 2% e 5% (Tabela 18 e Figura 58).
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Tabela 18 — Tamanho (mm) médio da cabeca das larvas dos Chironomus riparius
expostos a diferentes diluicdbes da agua produzida de petrdleo (AP2) com e sem
tratamento com vermiculita magnetizada (VMT-mag).

Tamanho (mm) médio dos Chironomus riparius expostos

Réplica  Controle Diluicoes 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 Diluicbes 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 cabeca das larvas de Chironomus riparius ao final de 10
dias de exposicdo as amostras de agua produzida de petrdleo (AP2) com e sem
tratamento com vermiculita magnetizada (VMT-mag).
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(*) = diferenca significativa entre o controle negativo (p<0,05); Cont = controle negativo; AP2 =
agua produzida 2; AP2 VMT-mag = agua produzida 2 tratada com vermiculita magnética.

Fonte: Autora

Faria, Nogueira e Soares (2007) também observaram menores larguras
de capsulas da cabeca de quironomideos de um campo de arroz altamente
contaminado propanil e este efeito aparentemente também estava relacionado a

alta temperatura naquele local (40 e 47°C).
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4.3.6 Dugesia tigrina

No teste de toxidade aguda com a planaria Dugesia tigrina néo foi
observada mortalidade dos organismos (Tabela 19) em nenhuma das diluicdes
testadas (3,125%, 6,25%, 12,5%, 25%, 50% e 100%), indicando que tanto a
amostra bruta quanto a tratada ndo apresentam toxicidade aguda relevante para
esse organismo, e, portanto ndo foi possivel calcular os valores de CLso. Em
planérias, o desfecho de mortalidade pode ndo ser o mais adequado para avaliar
os efeitos de alguns compostos, pois elas podem sobreviver e suportar longos
periodos de inanicdo, o que enfatiza a importancia da avaliagdo de desfechos
comportamentais aos organismos (SIMAO et al. 2020). Em nosso estudo, houve

alteracfes na avaliacdo dos parametros comportamentais analisados.

Tabela 19 — Numero total de organismo mortos no teste de toxicidade aguda com

Dugesia tigrina expostas a diferentes concentragées da amostra de dgua produzida de

petréleo (AP2) com e sem tratamento com vermiculita magnetizada (VMT-mag).
Numero total de Dugesia tigrina mortas

Réplica Controle DiluicGes AP2
1,562% 3,125% 6,25% 125% 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

Diluicbes AP2 VMT-mag
1562% 3,125% 6,25% 125% 25% 50%  100%

Réplica Controle

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 reducdo na movimentacao (locomocédo) das planarias
nas menores diluicbes das amostras, 12,5%, da AP2 sem tratamento e apds o
tratamento, este efeito foi detectado nas diluicbes de 5% e 12,5% (Figura 59). O
gue indica um aumento da toxicidade da amostra ap0s o tratamento para esse

parametro comportamental com D. tigrina.
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Figura 59 — Numero de linhas de grades cruzadas durante 3 minutos pelas planarias
(Dugesia tigrina) ap6s exposicao de 9 dias a diferentes diluicdes das amostras de agua
produzida de petréleo (AP2) com e sem tratamento com vermiculita magnetizada (VMT -
mag).
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(*) = diferenca significativa entre o controle negativo (p<0,05); Cont = controle negativo; AP2 =
agua produzida 2; AP2 VMT-mag = agua produzida 2 tratada com vermiculita magnética.
Fonte: Autora

Paréametros comportamentais sdo relatados como indicador na avaliagéo
de efeitos toxicos de substancias em organismos aquaticos e do solo, podendo
ser considerado bastante sensivel ao estresse quimico. O comportamento
consiste da interacdo dos processos de mecanismos fisioldgicos com os
estimulos ambientais (DELL'OMO, 2000). Os impactos dos HPAs na
alimentacdo e no comportamento locomotor organismos aquaticos ja foi
observado em outros estudos, como por exemplo em poliqguetas (ROSEN;
MILLER, 2011) e camardes (SILVA et al., 2013). E sabido que o comportamento
alimentar requer coordenacao de varios aspectos do sistema nervoso para que
seja eficaz (INOUE et al., 2015).

Em nosso trabalho, os organismos n&do apresentaram diferencas
significativas quando comparadas ao controle negativo em nenhuma diluicdo das
amostras com e sem tratamento quanto ao parametro de inibicdo alimentar
(Figura 60).
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Figura 60 — Numero de larvas de Chironomus riparius (7 dpe) consumidos pelas
planérias (Dugesia tigrina) apés exposicao de 9 dias a diferentes diluicbes das amostras
de agua produzida de petroleo (AP2) com e sem tratamento com vermiculita
magnetizada (VMT-mag).
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Cont = controle negativo; AP2 = agua produzida 2; AP2 VMT-mag = agua produzida 2 tratada

com vermiculita magnética.
Fonte: Autora

A redugcdo na atividade locomotora observada em planarias é um
parametro comportamental extremamente relevante, uma vez que também esta
associada a respostas diminuidas a captura de presas (OFOEGBU et al., 2016).
A locomocéao das planarias ocorre basicamente por movimentos planatorios e de
rastejo, por meio da atividade ciliar ventral e muscular, respectivamente
(STRINGER, 1917; TALBOT; SCHOTZ, 2011). Considerando a reducédo da
movimentacgao das planarias expostas a AP2 antes e apés tratamento, podemos
supor que a amostra possua algum composto com potencial neurotoxico
(KNAKIEVICZ; FERREIRA, 2008), uma vez que a capacidade de locomocao de
invertebrados € mediada por acetilcolina ou glutamato (BUTTARELLI et al.,
2008; VYAS et al., 2011). Efeitos no sistema nervoso, tem com consequéncias
para a atividade de D. tigrina interferéncias na capacidade de detectar, localizar
e capturar presas (INOUE et al., 2004; INOUE et al., 2015). O aluminio e o
mercirio sdo contaminantes neurotoxicos comuns no ambiente e estdo
presentes em nossas amostras, como ja citado neste documento. Alexandrov e
colaboradores (2018) reportaram efeitos de compostos de aluminio [sulfato; Al2
(S04) 3] e / ou mercdrio [sulfato; HGSO4] para células neuronal-gliais humanas
(HNG) em co-cultura priméria usando a evolucdo do fator de transcricdo do
complexo pré-inflamatério NF-kB (p50 / p65) como um indicador critico para o

inicio de neurodegeneracao e sinalizacao inflamatoria patogénica. Segundo 0s

115



Capitulo 4 — Resultados e discussao

autores, houve inducéo significativa do complexo NF-kB (p50 / p65), ocorrendo
aumento na sinalizagdo pro-inflamatéria decorrentes da exposicao células HNG
a essas neurotoxinas ambientais na faixa ambientalmente relevante de 20-200
nM, além de sinergismo significativo na neurotoxicidade quando aluminio
(sulfato) e mercurio (sulfato) foram adicionados juntos (ALEXANDROV et al.,
2018). Os metais séo poluentes de grande preocupacdo em limnologia, sua
relevancia esta especialmente relacionada a sua persisténcia no ambiente
(BEGHELLI et al., 2018). Além disso, os metais podem se acumular e atingir
altas concentragdes nos sedimentos de corpos d’agua com histérico de poluigéo
(STANAWAY et al. 2012), o que pode ocasionar danos a vida aquética (LI et al.
2015) e até mesmo problemas de saude publica (SINGH et al. 2014 ).

Com relacéo aos HPAs presentes na amostra de AP2, Simé&o et al. (2020)
avaliaram o efeito da exposicéo a fenantreno, pireno e benzo [a] pireno (B [a] P)
em planérias Girardia tigrina, e relataram inducéo de mortalidade, alteracdes na
regeneracao cefalica (durante e pos-exposicao), desfechos comportamentais,
além de detectarem a presenca de HAPs nos tecidos. A locomocdo e
alimentacdo pos-exposicdo foram significativamente prejudicadas em
concentracfes subletais apdés a exposicdo a todos os compostos, e a
regeneracdo dos fotorreceptores foi atrasada nos organismos expostos ao
pireno. Além disso, a concentracdo dos HPAs nos tecidos das planéarias
seguiram um aumento dependente da dose, o que demonstrou absor¢ao destes
compostos em solucdes experimentais. No ambiente aquatico, os HPAs tendem
a se adsorver a matéria organica nos sedimentos ou sdo absorvidos por
organismos (ALEGBELEYE et al.,, 2017), assim, organismos que vivem em
contato proximo com sedimentos ou que interagem com particulas contaminadas
sdo mais vulneraveis a contaminacdo por HPAs (ALEGBELEYE et al., 2017;
MEADOR, 2008). Ou seja, animais bentonicos ou epibentbnicos s&o expostos a
grandes quantidades de HPAs por meio da agua e do sedimento (SIMAO et al.
2020). A avaliagdo dos efeitos de HPAs em ambientes naturais € bastante
desafiadora, em decorréncia das diferencas de metabolizacéo entre espécies e
da variedade de efeitos que esses compostos podem acarretar,
principalmentequando encontrados em misturas complexas (MEADOR, 2008).
Devido a natureza epibentbnica e predatéria das planéarias (VILA-FARRE; RINK,

2018), esses organismos estdo expostos a uma variedade de produtos quimicos
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gue sao lancados em ecossistemas de agua doce, tanto aqueles presentes na
coluna d’agua, quanto os adsorvidos ao sedimento e em suas presas
(ALEGBELEYE et al., 2017).

Os HPAs séo classificados como perigosos para a saude humana em
decorréncia da sua carcinogenicidade e/ou mutagenicidade, sendo que a
preocupacao com a toxicidade do desenvolvimento tem aumentado nos ultimos
anos (GEIER et al., 2018). HPAs sado compostos hidrofébicos que podem se
acumular e romper membranas celulares, ocasionando narcose (BALL;
TRUSKEWYCZ, 2013), que pode estar relacionado a resposta de imobilidade
locomocgéo retardada e pode explicar a diminuicdo nas distancias percorridas e,
consequentemente, na taxa de alimentacio (SIMAO et al. 2020).
Comportamentos estereotipados tém sido relacionados a interrupcdo do
funcionamento normal das vias neurais de planarias (BUTTARELLI et al., 2008)
uma vez que os HPAs podem ser neurotoxicos para poliquetas e anfipodes
(HAN; WANG, 2009; GAUTHIER et al.,, 2016). A combinacdo de narcose e
interrupcdo das vias neurais explicam as respostas comportamentais. Com
relacdo a populacdo das planarias, deficiéncias no comportamento podem ter
graves impactos ambientais. Os efeitos subletais podem levar a mortalidade e a
longo prazo agravar a aptiddo. A reducdo da alimentacdo tem impactos no
crescimento e reproducao, e a reducao da atividade locomotora pode deixar o
organismo vulneravel a predadores além de reduzir a captura de presas, o que
demonstra a importancia da avaliacdo de endpoints comportamentais em
planarias (SIMAO et al. 2020).

Outros trabalhos também ja avaliaram o parametro de locomocdo em
diferentes planarias a diversas substancias, tais como: cocaina (RAFFA;
VALDEZ, 2001); tributilestanho (TBT) (OFOEGBU et al., 2016); fungicida
ciproconazol (SARAIVA et al, 2018); farmacos (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 regeneracdo da
cabeca da planéria. Para tanto, foi avaliado o tempo em dias necessérios para o
aparecimento das auriculas e dos fotorreceptores apés a decapitacao individual
das planérias expostas as duas amostras em diferentes diluicbes da AP2 com e

sem tratamento, como mostrado nas Figuras 61 e 62.
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Figura 61 — Tempo (dias) de regeneracéo dos fotorreceptores das planarias (Dugesia
tigrina) expostas por 9 dias a diferentes diluicdes das amostras de agua produzida de
petréleo (AP2) antes e apds o tratamento com vermiculita magnetizada (VTM-mag).
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Fonte: Autora

Figura 62 — Tempo (dias) de regeneracao das auriculas das planarias (Dugesia tigrina)
expostas por 9 dias a diferentes diluicbes das amostras de agua produzida de petréleo
(AP2) antes e ap0s o tratamento com vermiculita magnetizada (VTM-mag).
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(*) = diferenca significativa entre o controle negativo (p<0,05); Cont = controle negativo; AP2 =
agua produzida 2; AP2 VMT-mag = agua produzida 2 tratada com vermiculita magnética.

Fonte: Autora

Como pode ser observado na Figura 61, a diluicdo de 12,5% da amostra
AP2 afetou de forma significativa a formacdo dos fotorreceptores, com
consequente atraso no tempo de aparecimento das auriculas também na mesma
diluicdo (12,5%) da amostra sem tratamento (Figura 62) nos organismos
expostos. A exposicdo a amostra tratada néo induziu a efeitos significativos
(p=<0,05) em nenhum dos dois parametros analisados.

A regeneracédo planariana envolve a geracao de um novo tecido no local

da ferida por meio da proliferacao celular (formacao de blastema) e remodelacéo
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de tecidos pré-existentes a fim de restaurar a simetria e a proporcao do tecido
(morfalaxia). Portanto, como os blastemas ndo substituem todos os tecidos apés
a maioria das lesdes, é necessario a combinacdo de blastemas e morfaxia para
gue a regeneracdo seja completa. Os neoblastos sdo também importantes para
a capacidade regenerativa das planarias, pois sdo uma populacédo 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 dao origem a
toda gama de tipos de células e 6rgaos do corpo planariano, tais como sistemas
cerebrais, digestivos, excretores, sensoriais e reprodutivos. Ou seja, 0S
neoblastos estdo presentes de forma abundante por todo mesenquima e se
dividem continuamente. O fluxo resultante de progenitores e a rotagdo de células
diferenciadas impulsionam a auto-renovacao rapida de todo o animal em
guestado de semanas (RINK, 2013).

A capacidade regenerativa das planarias também esta associada a sua
reproducdo assexuada, portanto, o atraso na regeneracdo da cabeca das
planarias pode impactar diretamente a dindmica populacional dos organismos
(SARAIVA et al., 2018), uma vez que envolve a formacdo e regeneracédo de
tecidos antigos (REDDIEN; ALVARADO, 2004). O atraso para formacédo dos
fotorreceptores pode esta associado a producdo de espécies reativas de
oxigénio, que sao essenciais para neurorregeneracdo durante o processo de
diferenciacao e padronizacado (PIROTTE et al., 2015). Adicionalmente, o atraso
na formacao dos fotorreceptores assim como das auriculas prejudica a funcao
basica de detecc¢éo da direcdo da luz, uma vez que as planarias séo fototaticas,
como consequéncia tornam-se suscetiveis a predadores (INOUE et al., 2004;
SARAIVA et al., 2018). Knakievicz e Ferreira (2008) analisaram os efeitos toxicos
do cobre (Cu?*) sobre planéarias de 4gua doce (Girardia tigrina), com base na
mobilidade, desempenho de regeneracao, frequéncia de micronucleo (MN) em
animais em regeneracdo e desempenho reprodutivo. Esses quatro
biomarcadores forneceram informacdes complementares sobre toxicidade de
Cu?*, teratogenicidade, mutagenicidade e efeitos cronicos (> 96 h de exposicéo),
respectivamente. A mobilidade, para adultos intactos, e o tempo de regeneracao
e a frequéncia MN, para animais em regeneracdo, foram significativamente

afetados e os efeitos da exposicao crénica foram claramente evidenciados pela
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avaliacdo do desempenho reprodutivo, com reducédo significativa nas taxas de

fecundidade e fertilidade.

4.4 DISCUSSAO GERAL

Os testes realizados neste trabalho sdo extremamente relevantes para
avaliacdo do impacto ocasionado pelo AP a diferentes organismos aquéticos e
seus compartimentos ecologicos, uma vez que foram realizados com
organismos de diferentes niveis tréficos. Os peixes enquadram-se como
consumidores terciarios, 0os mosquitos e planarias como consumidores
secundarios, as microcrustadceos como consumidores primarios e a bactéria
como decompositores (Figura 63). Portanto, pode-se fazer uma relacdo entre
eles e estimar os efeitos toxicos aqui apresentados em diferentes niveis, pois
existe uma interacdo entre esses organismos no ambiente aquatico, ou seja,
caso ocorra um efeito deletério a um deles, esse efeito pode se propagar aos
demais, de forma a impactar a sobrevivéncia individual, populacional, de
comunidade e ecossistemica. Uma vez que um desses organismos nao cumpra
seu papel na cadeia alimentar, pode impactar direta ou inderetamente na
sobrevivéncia e niveis populacionais de outros organismos, mostrando a
relevante ecoldgica deste trabalho e a importancia de tratamentos eficientes de
forma a reduzir ou eliminar os compostos toxicos presentes na constituicdo da
AP.
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Figura 63 — Niveis tréficos dos organismos utilizados na avaliacdo da toxicidade das
amsotras de agua produzida de petréleo, utilizados no presente trabalho.
Danio rerio

Consumidores
Terciarios
(peixes)

Dugesia tigrina  Chironomus riparius

Consumidores
\;j Secundarios
) L“A e N -~ (planarias e mosquitos)

Daphnia magna Daphnia similis

‘\‘ Consumidores

L Primarios
(microcrustaceos)

Fonte: Autora.

Vibrio fischeri

Decompositores
(bactérias)

Dentre o0s tratamentos aqui avaliados, podemos destacar

a

fotoeletrocatalise, combinada ou ndo com ozonizacdo, além da vermiculita

magnetizada como promissores no tratamento de amostras complexas, como a

agua produzida de petroleo. Desa forma, esse trabalho contribui ndo so6 para a

avaliagdo ampla da ecotoxicidade de amostras de AP, mas também na avaliagéo

de tratamentos alternativos eficazes, podendo contribui com politicas publicas

de controle da poluigao.
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5. CONCLUSOES

Considerando todos os resultados aqui reportados, podemos concluir que
a AP é uma mistura complexa de alto potencial toxico em relacdo a biota
aquatica, 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 importancia da utilizacdo de organismos dos
diferentes niveis troficos e de amostras de AP diferentes, pois como foi
observado a AP pode induzir a diferentes efeitos tdxicos, dependendo de sua
constituicdo, a um mesmo organismo, como o observado com a espécie Vibrio
fischeri, que apresentou efeitos toxicos apds a exposicdo a amostra AP1 e ndo
a AP2, o que caracteriza diferencas dos compostos toxicos presentes em uma
mesma jazida em extracdes realizadas em periodos diferentes, como da Bacia
Portiguar.

Quanto aos tratamentos aqui empregados para as amostras de AP, 0s
gue tiveram melhor eficacia na reducdo dos efeitos observados foram os
processos que utilizam VMT-mag, fotocatalise, fotoeletrocatélise e ozonizacéo
fotoeletrocatalitica. Entretanto, nenhum dos tratamentos foi totalmente eficiente,
pois ndo 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, sdo tratamentos promissores e sao de
extrema importancia para posterior descarte em recursos hidricos a fim de

minimizar os efeitos ecotoxicoldégicos nos organismos aquaticos.
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UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdao Preto
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Avaliagéo da eficiéncia do tratamento
por processos oxidativos avancados (POAs) na remogéo/redugéo da toxicidade induzida em
organismos aquaticos por agua residuaria produzida por industrias petroliferas”, registrada
sob n°® 19.1.98.60.4, sob a responsabilidade de Tais Suelen Viana e Danielle Paima de
Oliveira, que envolve a manutengéo e utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica, encontra-se de acordo
com os preceitos da Lei n°® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto ° 6.899, de 15 de
julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentag@o Animal (CONCEA).

A proposta foi aprovada na reunido de 14/12/2017 e o relatério final
aprovado ad referendum em 18/09/2020 pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (CEUA — FCFRP/USP).

Finalidade ( )Ensino (x ) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da Autorizagéo 18/12/2017 a 30/08/2019
Espécie/Linhagem/Raca Peixe Danio rerio

N° de animais 2520
Sexo Indiferente
Peso/ldade N&o se aplica/ Embrides
Origem Biotério de Toxicologia Ambiental da FCFRP

Ribeirdo Preto, 18 de setembro de 2020.

Coordenadora da CEUA-FCFRP

Avenida do Café S/N: - Monte Alegre - CEP 14040-903 - Ribeiréo Preto - SP
Comisséo de Etica no Uso de Animais - ceua@fcfrp.usp br
Fone: (16) 3315-8559 - Fax: (16) 33152-4892
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