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RESUMO
Acidentes ambientais por derramamento de 6leo geram diversos impactos ambientais a biota,
como mortalidade, recobrimento, intoxicacdo e até mesmo efeitos mutagénicos e
carcinogénicos, devido a presenca de compostos como os hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPASs) e os hidrocarbonetos alifaticos (HAs), que em sua forma bruta ou
intemperizada podem apresentar periculosidade ao ambiente. O derramamento de Oleo
ocorrido na costa brasileira desde meados de 2019 foi considerado o maior ja ocorrido no
pais, tendo sido agravado pela ma geréncia vinda do governo vigente causando diversos
problemas para o ambiente marinho e para a populacéo da area afetada. Este trabalho avaliou
a toxicidade de fracGes soluveis em agua (FSA) obtidas de 6leos encontrados nas praias de
Arraial da Ajuda e Massarandupio, Bahia - Brasil, usando como organismo teste Artemia sp.
Realizamos a solucdo estoque de FSA e preparamos as concentragdes 0,01; 0,1; 1; 10; e 100%
para ambas as amostras além de obter os parametros fisico-quimicos. Para melhor
entendimento dos resultados, comparamos a toxicidade com a composi¢do quimica do 6leo,
feita pelo Instituto Oceanografico da Universidade de Sdo Paulo por meio da cromatografia
gasosa acoplada a um detector de ionizacdo de chama e a um espectrometro de massa (FID-
GC-MS). Contudo foi observado que os 6leos das duas praias escolhidas apresentam origens
diferentes, ambas com componentes mais proximos de éleo bruto. Tal caracteristica pode ser
explicada pela conformacédo de aglomerados que protegem os compostos no interior do 6leo.
Além disso, foi possivel observar que o 6leo coletado em Arraial da Ajuda teve toxicidade
significativa somente na concentracdo de 100% (CEO), o que ndo ocorreu com o 6leo de
Massarandupio o qual ndo apresentou resposta significativa de toxicidade nas concentragdoes
testadas. Além disso, € importante ressaltar a necessidade de futuros trabalhos com outros

organismos teste e sob possiveis efeitos inibitorios, aditivos ou sinergéticos.

Palavras-Chave: Hidrocarbonetos; Microcrustaceos; Toxicidade.
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ABSTRACT
Environmental accidents involving oil spills cause a range of environmental impacts on the
biota, such as mortality, coating, intoxication, mutagenic and carcinogenic effects, due to the
presence of compounds such as polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) and aliphatic
hydrocarbons (HAS), which in their raw or weathered form may be hazardous to the
environment. The oil spill of mysterious origin that affected the Brazilian coast since mid-
2019 was considered the largest ever in the country, having been aggravated by poor
management by the government at the time, causing several problems for the marine
environment and for the population of the affected area. This study evaluated the toxicity of
water-soluble fractions (WSF) obtained from oils found on the beaches of Arraial da Ajuda
and Massarandupi6, Bahia - Brazil, using the brine shrimp Artemia sp. We prepared the WSF
stock solution and prepared the concentrations of 0.01; 0.1; 1; 10; and 100% for both samples,
and measured the physicochemical parameters. For a better understanding of the results, we
compared toxicity with the chemical composition of the oils, carried out by the
Oceanographic Institute of the University of Sdo Paulo using gas chromatography coupled to
a flame ionization detector and a mass spectrometer (FID-GC-MS). However, it was observed
that the oils from the two chosen beaches have different origins, both with components closer
to crude oil. This characteristic can be explained by the formation of agglomerates that protect
the compounds inside the oil. In addition, the oil collected in Arraial da Ajuda had significant
toxicity at the concentration of 100% (CEOQ), while the WSF from the Massarandupio oil
which did not cause significant toxicity in all tested concentrations. It is important to
emphasize the need of further studies including with other sensitive test organisms and

considering possible inhibitory, additive or synergistic effects.

Keywords: Hydrocarbons; Microcrustaceans; Toxicity.
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1. Introducéo

1.1 Oleo e o Intemperismo

Acidentes ambientais por derramamento de 6leo geram diversos impactos ambientais a biota,
como mortalidade, recobrimento, intoxicacdo e até mesmo efeitos mutagénicos,
carcinogénicos e teratogénicos (Savitz & Andrews, 1997; Baan et al., 2009). Dentro deste
contexto temos varios exemplos de grandes desastres ao longo de todo o0 mundo, como o que
ocorreu com a embarcacdo Exxon Valdez em 24 de marco de 1989, onde 42 milhdes de litros
de petrdleo bruto foram derramados na costa do Alasca (Peterson et al., 2003) causando,
entre outras enfermidades, uma mortalidade em massa de aproximadas 2800 lontras marinhas
(Garrott et al., 1993) e um numero estimado de 250.000 aves marinhas (Piatt & Ford, 1996)
que foram documentados nos dias posteriores ao acidente. Outro desastre de natureza similar
ocorreu em 20 de abril de 2010 onde uma explosdo na plataforma de perfuracdo Deepwater na
area leste do Mississippi Canyon no norte do Golfo do México causou a liberagdo de 3,19
milhdes de barris (aproximadamente 500.000 m®) de 6leo no oceano, além de varias centenas
de milhares de toneladas de gases de hidrocarbonetos, tal desastre teve entre outras
consequéncias, impacto direto em corais a uma profundidade de 1.370 m além da distancia de
11 km do local da explosdo (White et al., 2012), além de impactos severos em estuarios,
praias, costdes e outros ambientes costeiros do Golfo do México.

Contudo se faz necessario um érgdo internacional para gerir e proteger o meio ambiente
marinho global. Dentro deste contexto a Organizacdo das Nacdes Unidas (ONU) em 1948
criou a Organizagdo Maritima Internacional (IMO) com os intuitos principais de: promover
mecanismos de cooperacdo; garantir a seguranca maritima e a prevencdo da poluicdo; e
garantir a remocao dos dbices ao trafego maritimo (Marinha do Brasil, 2023). A IMO, desde
sua criacdo, comecou a se importar cada vez mais com o transporte de grandes volumes de
petréleo por navios-tanque, e posteriormente, acabou por organizar a Convencao
Internacional para a Prevencédo da Poluigdo por Navios (MARPOL) com o intuito de prevenir
acidentes com os meios navios € minimizar suas consequéncias (Walker et al., 2019).
Impactos ambientais relacionados ao petréleo ndo sdo preocupantes somente pela sua grande
extensdo. A composicdo quimica do petroleo bruto, seus derivados e também os subprodutos
gerados pelo intemperismo tem grande periculosidade para uma vasta gama de organismos,
incluindo a espécie humana. A composi¢do do petroleo em si é complexa e nem todas suas
substadncias sdo amplamente estudadas para a avaliagdo de impactos ambientais e

identificacdo das fontes. As substancias mais conhecidas para as funcdes precitadas séo os
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hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs), os hidrocarbonetos alifaticos (HAs) e os

biomarcadores de petroleo (Reyes et al., 2014; Stogiannidis & Laane, 2015; Nelson et al.,
2016).

Os hidrocarbonetos resultantes do petroleo bruto e de seus derivados estdo entre 0s mais
amplamente distribuidos no meio ambiente (Stogiannidis & Laane, 2015; Nelson et al., 2016).
Sua distribuicdo e agdo bioquimica estdo diretamente relacionadas as propriedades fisico-
quimicas de tal modo que é possivel estimar tais informacbes por meio de calculos se
utilizando de coeficientes especificos (constante de Henry (KH), coeficiente de particdo de
carbono (Koc)).  As caracteristicas como a solubilidade, a biodisponibilidade e
consequentemente a toxicidade dos hidrocarbonetos leves acaba por serem maiores quando
comparados com os hidrocarbonetos pesados (Alford et al., 2015).

Quando o Oleo entra em contato com 0 meio ambiente e é transportado acaba por sofrer
efeitos do intemperismo, influenciando diretamente em suas propriedades (Figura 1). Como
consequéncia, ocorrem alteragdes ndo somente em sua composi¢do, mas também na forma
como estes contaminantes interagem com o ambiente e os organismos. Assim, os diferentes
fatores ligados ao intemperismo acabam por alterar alguma caracteristica do 6leo, e como
consequéncia, peculiaridades especificas dessa complexa mistura (Schwarzenbach et al.,
2017). A evaporacdo acaba por remover componentes leves que tém uma baixa pressao de
vapor (Fingas, 2015). A dissolucdo interage com esta mistura complexa de acordo com a
solubilidade em &gua de cada substancia, sendo mais significativa em heterocompostos, e
menor em hidrocarbonetos aromaticos, enquanto hidrocarbonetos saturados sdo bem menos
soltveis quando comparado com os compostos precitados. A biodegradacao acaba removendo
principalmente os hidrocarbonetos de cadeia linear e, consecutivamente, os hidrocarbonetos
saturados ramificados, os isoprendides: pristano e fitano. Estes ultimos dois acabam entdo
sendo importantes indicadores deste intemperismo especifico. A degradacdo microbiana é um
fator que pode ter sua intensidade quantificada quando se analisa perda relativa de n-Ci7 e n-
Cis em comparagdo com a perda de pristano e fitano (Guo et al., 2010). Por fim, a foto-
oxidacédo é um fator relacionado somente quando ha contato com luz solar, sendo mais intenso
na porgédo superficial do filme de dleo, neste caso 0s compostos menos resistentes sdo 0s
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPASs), como o metil pireno, tendo um padrdo de
reducdo especifico de 1-metil-pireno> 4-metil-pireno>2-metil-pireno (Ali et al., 1995). Em
todos 0s processos de intemperismo citados, as maiores incidéncias ocorrem nas primeiras

horas ou dias apds o derramamento (Fingas, 2015).
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Figura 1: Mecanismo para redistribuicdo de componentes de graxa e formacao de agregados

enriquecidos com graxa. Fonte: adaptado de Lourenco et al., 2020.

1.2. Efeitos do Oleo em Ambientes e Organismos

O oleo causa diversos problemas para 0 meio ambiente, para 0s organismos e para a salde
publica, variando suas consequéncias dependendo da composicdo. Seus riscos a salde
publica, agudos e crbnicos, sdo graves podendo levar a morte por intoxicacdo, tal
periculosidade pode ser associada aos compostos aromaticos presentes no 6leo (Pena et al.,
2020).

Compostos Organicos Volateis (COVs) sdo conhecidos por sua relagdo com algumas
enfermidades em humanos como o céancer, a toxicidade hematoldgica e imunoldgica e a
disfuncédo renal mesmo quando existe um baixo nivel relativo de exposi¢do a tais compostos
(Savitz & Andrews, 1997; Baan et al., 2009; Chang et al., 2010), além de sua correlacdo com
alteracdes hepaticas e hormonais, irritacdo respiratéria e transtornos mentais (como
depressdo), que sdo outras mazelas que ja tiveram sua correlagdo amplamente descritas pela
literatura (Palinkas et al., 1993; Gillis et al., 2007). Os HPAs sdo outros componentes do 6leo
que também ja& tem sua correlacdo com o cancer, e com alteragfes nas fungdes reprodutivas e
imunoldgicas em mulheres e em homens (Aguilera et al., 2010), o que sinaliza um maior
perigo para mulheres gréavidas e criangas (Ha et al., 2013). Ja o sulfeto de hidrogénio tem
maior interferéncia cronica e aguda no sistema nervoso central, sendo correlacionado a

cefaleia, ao déficit de atengdo e ao comprometimento da memoria (Palinkas et al., 1993).
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Além de todas essas interacdes resultantes da toxicologia desses compostos do 6leo, sabe-se
que os metais e metaloides (como arsénico, cobre, niquel, chumbo, etc.) encontrados no
petréleo bruto causam lesdes renais, e apresentam caracteristica neurotoxica, carcinogénica e
imunotoxica (Cseh et al., 2009).

Quando focamos no equilibrio ecoldgico afetado por derramamento de 6leo a literatura acaba
por apontar a dificuldade de se estimar a real extenséo e forca de tal impacto que pode durar
décadas por sofrerem biomagnificacdo ao longo da cadeia tréfica local. Tal caracteristica,
qguando correlacionada a salde publica acaba sendo muito preocupante, pois se a
biomagnificagao ocorrer proximo a comunidades dependentes do ambiente para seu sustento,
a populacdo acaba sendo afetada diretamente por tal desastre, através do consumo de
organimos contaminados. Outro agravante que o 6leo pode trazer para 0 ecossistema costeiro
é quando causa efeitos agudos nos corais, ja se sabe que a interacdo entre os corais e 0 0leo é
intensamente negativa, causando um rapido declinio nos recifes (Loya & Rinkevich, 1980;
Hughes et al., 2017) podendo resultar em um colapso do ecossistema local (Loya &
Rinkevich, 1980) e uma subita diminuicdo na diversidade de espécies (Jackson et al. 1989,
Guzman et al., 1991).

1.3. Caracterizacéo do Impacto

O periodo de agosto de 2019 a janeiro de 2020 foi marcado por alarmantes quantidades de
petr6leo com um aspecto de conglomerados (Figura 2) se acumulando desde as praias do
nordeste brasileiro até a porcao norte da regido Sudeste. Em sua totalidade foram confirmados
mais de 1000 locais atingidos por manchas ou residuos de 6leo ao longo de 11 estados
brasileiros (Figura 3), tal impacto ficou conhecido como o maior dentre as ocorréncias em
oceanos tropicais, ndo por seu volume (estimado entre 5000 m3 a 12000 m?3), mas sim por sua
grande extensdo (2890 km) (Escobar, 2019; Disner & Torres, 2020; Magris & Giarrizzo,
2020; Soares et al., 2020 a, b). O que s6 se agrava pelo historico de outros impactos que
ocorreram dentro desta area, como o rompimento das barragens de Mariana (Disher & Torres,
2020).

Mesmo com as prefeituras e a Petrobras se mobilizando para a retirada das por¢oes de 0leo, a
maior porcentagem desta coleta foi realizada por voluntérios civis e por organizacdes nao
governamentais (ONGs), muitas das vezes sem apoio publico e sem equipamentos de
protecdo apropriados. Esta falta de mobilizacdo do governo nacional na época foi exposta por

alguns pesquisadores, entre eles Brum et al. (2020) e Soares et al. (2020).
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Figura 2: Oleo em “conglomerados” encalhado nas praias brasileiras. Fonte: Imagens

retiradas de Lourenco et al., 2020.

Até 0 momento da publicacdo do relatério do Instituto Brasileiro de Orgdo Ambiental
(IBAMA) o derramamento j& havia comprometido a satde de 144.000 pescadores artesanais,
0s quais tinham jornadas semanais de aproximadas 100 horas, onde sua renda familiar era
baseada na captura de peixes e mariscos em areas arenosas de praia, manguezais e estuarios.
Ambientes estes que sofreram contaminacdo (Pena & Gomez, 2014; Régo et al., 2018)
totalizando aproximadas 724 éareas. Considerando a extensdo e a populacdo afetada, este
desastre se equivaleu a centenas de refinarias e petroquimicas, com o agravante da auséncia
da protecdo do setor de salde. Mesmo com tantos afetados as mensagens de Orgaos
governamentais oficiais se mantinham confusas, sendo, portanto, ineficazes ao enfrentamento
deste desastre. Noticias falsas e alarmantes ou mesmo posicionamentos subestimando toda
situacgdo real foram divulgadas, dificultando o gerenciamento do problema (Pena, 2020).

Além da falta de apoio as familias locais afetadas pelo desastre, 0 mesmo descaso ocorreu
para com os laboratorios especializados que ndo receberam recursos que seriam usados para:
avaliar a qualidade do pescado para que se pudesse garantir a seguranca alimentar sobre o
consumo de peixes e mariscos; monitorar os locais afetados; capacitar a populagédo caso haja a
necessidade de atendimentos de urgéncia; entre outros. Em contrapartida as notas que foram
emitidas pelos 6rgdos governamentais s6 reuniam informacdes insuficientes publicadas 60
dias apds o inicio do derramamento de 6leo (Ministério da Saude).

Como a coleta deste 0leo ndo foi total, suspeita-se que as porcdes de 0leo que ndo foram
coletadas ainda podem estar presas no sedimento costeiro e marinho raso, bem como se

acumulando em estruturas sélidas como recifes de corais mesoféticos, podendo ser
12
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remobilizadas. Tal acumulo poderia ameacar 0s organismos da area quanto das regides

costeiras que podem ser novamente impactadas apos eventos meteoroldgicos energéticos que

podem ressuspender este material, o colocando novamente na coluna d’agua. (Paixao et al.,
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Figura 3: Areas afetadas pelo 6leo (pontos verdes) ao longo da costa do Brasil, conforme
registrado oficialmente de 30 de agosto de 2019 a 14 de fevereiro de 2020. Os numeros de 01
a 11 (em circulos vermelhos) indicam os locais de amostragem de Lourenco (2020). Legenda:
SEC =ramo sul da Corrente Sul Equatorial; NBC = Corrente Norte do Brasil; BC = Corrente

do Brasil; Sol: pontos 01 e 05 que utilizamos neste trabalho.
Fonte: modificado do IBAMA (2020) por Lourenco et al. (2020).
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1.4. Origem do Oleo
A origem deste desastre entdo comecou a ser apurada e, portanto, algumas suposic¢oes de seu
epicentro foram levantadas para facilitar o procedimento de busca. Entre elas quatro foram as
mais aceitas pela comunidade cientifica naquele momento: (1) origem de fontes naturais
como locais de infiltracdo do assoalho oceanico no Brasil ou na Africa; (2) origem por
derramamento de plataformas no Brasil ou na Africa; (3) origem por derramamento
(intencional ou ndo) de navios em transito na costa brasileira; e (4) origem causada por
naufragios (recentes ou antigos) (Escobar, 2019; Soares et al., 2020a, b). Ap6s a comparacao
de anélises geoquimicas e de biomarcadores deste 6leo com algumas bacias sedimentares foi
descoberta uma alta compatibilidade do 6leo para com as bacias petroliferas sedimentares
venezuelanas, como o 6leo de Ayacucho da formacgdo Naricual na bacia oriental venezuelana.
(Lourenco et al., 2020; Oliveira et al., 2020; Carregosa et al., 2021; Zacharias et al., 2021a, b).
O que resultou no descarte das duas primeiras hipéteses precitadas.
Apos tais discussdes a policia federal concluiu que o 6leo foi originado de um navio grego.
Além disso a policia federal calculou o prejuizo minimo causado por tal despejo, validado
como R$ 188 milhdes para o governo federal além do adicional que seria calculado pensando
em outros fatores como os prejuizos as comunidades pesqueiras e ao turismo (Policia Federal,
2021). Entretanto, em um estudo recente, Reddy et al., (2022), utilizaram um amplo conjunto
de ferramentas e abordagens geoquimicas, e apontaram que fonte do éleo possivelmente é a
mesma que as dos fardos de borracha que vém chegando ao nordeste desde 2018,
provenientes do naufragio do SS Rio Grande, e de outros navios afundados durante a Segunda
Guerra Mundial (1939-1945) em &guas internacionais no Atlantico Sul, sendo necessarias
mais investigacdes para confirmar a fonte do 6leo.
Tendo como base que os HPAs e os hidrocarbonetos provenientes do petréleo causam
toxicidade sobre diversas espécies, e que tais efeitos ndo foram devidamente analisados pelo
Grupo de Acompanhamento e Avaliacdo (GAA) nomeado pelo Governo Federal para realizar
as acOes de resposta e monitoramento, a hipdtese deste trabalho é que o 6leo que atingiu a

costa possui capacidade de causar efeito toxico para microcrustaceos como a Artemia sp.
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2. Objetivos
2.1 Objetivo Geral
O objetivo deste projeto foi avaliar a toxicidade de fragdes soluveis em agua (FSA) do 6leo de
origem misteriosa que atingiu as praias do Nordeste tendo como organismo teste o
microcrustaceo Artemia sp.
2.2. Objetivos especificos
o Avaliar a toxicidade de FSA de amostra de 6leo da Praia de Massarandupio expondo a
Artemia sp;
o Avaliar a toxicidade de FSA de amostra de 6leo da Arraial da Ajuda expondo a
Artemia sp.;

o Comparar a toxicidade das FSA com as analises quimicas disponiveis na literatura.

3. Materiais e Métodos

3.1 Caracterizacdo das Amostras

As amostras que foram coletadas em Arraial da Ajuda e na praia de Massarandupio, no estado
da Bahia - Brasil (Figura 3) foram embaladas em recipientes de vidro, armazenadas e levadas
ao Instituto Oceanogréafico da Universidade de Sdo Paulo para que fosse feita a avaliacdo
quimica. O protocolo utilizado neste processo é conhecido como uma metodologia forense
que é capaz de identificar a origem de Oleos resultantes de derramamentos (CEN, 2012;
Dahlmann e Kienhuis, 2015). Foi feito a diluicdo das amostras em diclorometano (na
concentracdo de 10 mg ml?) e a analise por cromatografia gasosa (GC) acoplada a um
detector de ionizacdo de chama (DIC) e a um espectrdmetro de massa (MS). Onde a anéalise
GC-MS envolveu HPAs, hidrocarbonetos ciclicos ndo aromaticos e biomarcadores de

petréleo, como hopanos, terpanos e esteranos.

3.2 Preparacéo das Concentracdes

Para prepararmos as concentracdes deste experimento foi utilizado como base o meétodo
aplicado por Hansen et al. (2013) com algumas modificacOes devido a quantidade de cada
amostra. Método este que foi descrito no “Chemical Response to Oil Spill - Ecological
Effects Research Forum (CROSERF)” o qual foi publicado por Aurand and Coelho (1996) e
Singer et al. (2000). Dentro disso, se deu inicio a preparacdo de uma solucéo estoque (SE)
para cada amostra de 6leo, a amostra 1 tendo sido coletada na Praia do Massarandupio, € a

amostra 2 em Arraial da Ajuda (praia da Pitinga).
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As amostras de 6leo foram pesadas em balanga de precisdo e entdo transferidas para seus

respectivos béqueres, onde foi adicionada &gua reconstituida com sal marinho RedSea
(salinidade 35) até alcancar a proporcdo 6leo:agua a 1:9. Apos alcancada a propor¢édo, 0s
béqueres foram encaminhados para agitadores magnéticos por 20h a uma agitacdo de baixa
energia aproximadamente de 160 rpm. Em seguida as misturas foram mantidas em repouso
por duas horas para que houvesse a decantacdo, facilitando a posterior coleta da camada
aquosa (FSA). Apos tal periodo a porcdo aquosa subsuperficial foi coletada, devidamente
“etiquetada” e encaminhada a geladeira at¢ o momento de sua utilizacdo no experimento,
sendo estas as SE de cada amostra.

Apo0s a realizacdo das solucGes estoque foram preparados dois testes com a SE da praia de
Arraial da Ajuda sendo as concentracfes 0,01; 0,1; 1; 10; e por fim 100% no primeiro teste e
0,01; 0,1; 1; 10 no segundo, e um controle com agua do mar reconstituida (salinidade 35). A
auséncia da porcentagem de 100 no segundo teste se deu pela pouca quantidade de Gleo
impossibilitando a realizacdo de SE suficiente para todos os tubos de ensaio e medicdo de
parametros fisico-quimicos. Foi realizado o mesmo procedimento com o 6leo da praia de
Massarandupio sendo feito entdo um teste com as concentracdes de 0,01; 0,1; 1; 10; e 100%.
Além de que tais concentracdes foram escolhidas ap6s uma comparacdo com trabalhos ja

realizados com Artemia sp. os quais tinham como concentracdo maxima a de 10%.

3.3 Artemia sp.

A escolha de uma espécie para experimentos ecotoxicolégicos em laboratério se da por
caracteristicas como: facilidade de manutengdo em cultivo; tamanho pratico para se trabalhar
com; e ter um ciclo de vida consideravelmente curto. Exemplos de organismos que
apresentam as caracteristicas precitadas, e ja sdo utilizados amplamente, sdo os cladoceros,
misidaceos, copépodes, anfipodas e artémias (Rand, 1995; ABNT, 2004; Domingues &
Bertoletti, 2008). Além disso, em um estudo em andamento avaliando as toxicidades de FSA
obtidas do dleo que atingiu o NE, a espécie apresentou-se entre as mais sensiveis as FSA?,
Especificamente a Artemia sp. (Figura 4) é um microcrustaceo, portanto € pertencente ao filo
Arthropoda e a classe Crustacea, quando especificamos mais sua classificacdo tém-se a ordem
Anostraca e, por fim, a familia Artemidae (Leach, 1819). Esses organismos sdo cosmopolitas

sendo encontrados nos cinco continentes, em lagos de aguas salgadas e salinas, sendo

! Pesquisa de Mestrado da aluna Debora Santana, do IB/CLP — UNESP.
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eurialino em relagdo a amplas variacbes devido as estacdes do ano. Sendo assim um dos
organismos que podem ser afetados pelos desastres ambientais decorrentes pelo
derramamento de 6leo. A caracteristica cosmopolita e a facilidade de coleta de seus cistos
facilitaram para que estes organismos fossem usados em testes de toxicidade envolvendo uma
gama ampla de produtos (pesticidas, petroquimicos, dispersantes, metais pesados,
metabdlicos de microrganismos, e produtos carcinogénicos) desde 1950. No cenério brasileiro
a Artemia sp. comecou a ser utilizada pela Companhia de Tecnologia de Saneamento
Ambiental do Estado de Sdo Paulo (CETESB) como tal poucas décadas apos, por volta de
1987.

Para um melhor entendimento do momento de desenvolvimento da Artemia sp. deve-se
primeiro compreender algumas caracteristicas deste organismo. Sendo assim, sabe-se que
esses animais dependem da formacdo de ovos para que ocorra seu desenvolvimento
embrionério, onde apo6s seu desenvolvimento interno, ocorre a ecloséo e, entdo liberando o
nauplio na coluna d’agua. Durante as primeiras 24 h este organismo consome o vitelo (reserva
energética interna) e por essa razdo nao realiza a filtracdo. Estes fenbmenos nas primeiras
horas de desenvolvimento do organismo os deixam mais protegidos a contaminantes no
ambiente (Sorgeloos et al., 1978). Apos este periodo o nauplio acaba por se desenvolver para
uma fase que se chama metanauplio, e é neste periodo que se inicia a filtracdo, criando entdo
uma conexao maior do meio interno para 0 meio externo do animal, resultando em uma maior

sensibilidade a contaminantes (Sorgeloos et al., 1978).

Figura 4: Imagem de um exemplar de Artemia sp. em sua fase de metanauplio.
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Em datas mais recentes esses organismos acabam por ser menos utilizados em comparagdo a

misidaceos e copépodos (outros microcrustaceos) por conta da menor sensibilidade a
contaminantes (Veiga & Vital, 2002).

3.4. Teste de Toxicidade aguda com Artemia sp.

Os testes realizados foram baseados na metodologia adaptada de Veiga & Vital (2002). Foram
utilizadas 4 réplicas por concentracdo em cada teste, com 10 individuos na fase de
metanauplio 1l por tubo de ensaio. Foram realizados os parametros fisico-quimicos de
temperatura com termdmetro de mercurio, salinidade com refratdbmetro e pH com pHmetro.
Foi preparada uma &gua reconstituida com sal marinho da marca RedSea (salinidade 35) para
a realizacdo das dilui¢bes e dos testes, essa agua ficou em repouso por no minimo 24 h sob
aeracdo constante para garantir oxigenacao superior a 5 mg/L de O2. Apds 24 e 48 h cada tubo

foi avaliado em relacdo a mortalidade/imobilidade dos individuos.

3.4. Estatistica

Os dados foram tratados no programa estatistico PAST (Hammer et al., 2001). O calculo da
concentracédo letal a 50 % dos organismos (CL50) 24 e 48 h foi realizado no programa R
Studio. A normalidade foi testada pelo teste de Shapiro-Wilk e a homocedasticidade pelo teste
de Levene, quando os dados foram paramétricos foi aplicado o teste t’-student, quando os
dados foram ndo paramétricos foi aplicado um teste de Mann-Whitney para a determinacdo da
concentracdo de efeito observado (CEO) e concentracdo de efeito ndo observado (CENO),

quando possivel.

4. Resultados

4.1 Quimica das amostras

Com os cromatogramas (GC e DIC) realizados pelo Instituto Oceanogréafico da Universidade
de S&o Paulo (Lourenco et al., 2020), foi observado a equidade perante a proporgdo de seus
compostos (Tabela 1) de 10 das 11 amostras, onde tal descrigdo quimica se assemelha ao de
petroleo bruto (CEN,2012), sendo o 6leo de Arraial da Ajuda o tnico divergente (Fig 2 e Fig
3). Além disso, nestas 10 amostras observou-se outras caracteristicas como a presenca de HAs
leves (decalinas (m/z 138, 152, 166), naftalenos (m/z 128, 142, 156)), e a de 1-metilpireno (1-
Mpy) e seu homdlogo 2-metil-pireno (2-Mpy) em parcelas semelhantes (Fig 4). Contudo, uma

informagdo notavel é a auséncia de misturas complexas.
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Figura 5: Cromatograma GC-FID tipico do 6leo encontrado em praias do nordeste do Brasil
em 2019. Fonte: Lourengo et al. (2020).
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Figura 6: Cromatograma GC-FID do 6leo coletado em Arraial da Ajuda -BA. Fonte: material

complementar online de Lourenco et al. (2020).

19



o
A#I#AV UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA "‘ u n eS p

VAV “JULIO DE MESQUITA FILHO” ‘V’* ‘i, IB-CLP
u n e s p Instituto de Biociéncias “
Campus do Litoral Paulista

on 216.00{215.70 10 216.30): OLEQOS1.Dvdala ms

4-Mpy

B5000

BOOOG

2-Mpy

THO0D
70000
BS00 1’MPY
GO0
550001
0000

45000

oo B(b+c)F

3500

3000

25000

20000 | ‘
15000 2 -l M F L |

10000 | i |

5000

Figura 7: Comparacdo dos picos de alquilpireno (m/z 216). O mesmo padrao foi observado
em outras amostras de 6leo. Legenda: MFL = metil-fluoranteno; B(a)F = benzo(a)
fluoranteno; B(b + ¢)F = benzo(b + c)fluoranteno; MPy = metilpireno;Linha preta horizontal=

demonstra semelhanca na quantidade de 2-Mpy e 1-Mph. Fonte: Lourenco et al. (2020).

20



AVA
AVAVAVY

unesp

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“)ULIO DE MESQUITA FILHO”
Instituto de Biociéncias
Campus do Litoral Paulista

Funesp

;‘ﬁ IB-CLP

Tabela 1: Tabela evidenciando as propor¢des entre 0s compostos presentes no 6leo das

amostras 2 a 11. Portanto contemplando a propor¢éo do ponto de Massarandupio.

Proporgdes entre os compostos das amostras de oleo dos pontos 02 a 11

Proporgdo enfre compostos Unicos elou grupos de compeostos  Media
CATipris 372
C18/phy 2 865
pris/phy 2855

4-MDM-MD 4818
2ZMPI1-MP 4828
2MFd-Mpy 377
BlalFid-Mpy 12,200
B{b+c)Fi4-Mpy 11.572
ZMpyid-Mpy 1.808
1Mpyid-Mpy T.460
Renete/T-M-phen 4 851
ENTIT-M-phen 4717
27Ts/30ab 2.580

27 Tmi30ab 2560
23abi30ak 7280
29ab/30ak 3164
Z00730ak 13.000
3ab5i20ab G151
30G30ak 12.800
2TdbRi27db 5 G308
2Tbb/28hb 1.007
SC26/RC26+5C27 5.453
SC28/RC26+5C2T7 5208
SC27/RC2E+5C2T7 4125
RC2B/RCIE+5C2T G107

Fonte: Adaptado do material complementar online de Lourenco et al. (2020).

4.2. Teste de toxicidade aguda com Artemia sp.

Nas figuras 8 e 9, sdo expressos graficos boxplot das mortalidades das Artemias sp. expostas a

fracdo soltvel do 6leo encontrado da praia de Arraial da Ajuda. E possivel notar que na

Figura 8 a unica amostra que apresentou diferenca significativa (p<0,05) em relacdo ao
controle foi a de 100%, sendo considerada a CEO o CL50 48h foi de 72,19 % (68,16 -

76,23%). Foi feito 0 mesmo para 0 Gleo da praia de Massarandupio, porém ndo houve

resposta toxicologica significativa em nenhuma concentracdo, nos evidenciando a baixa

sensibilidade da Artemia sp. para este 6leo. Quando analisamos a Figura 9 percebemos um

paralelo semelhante ao encontrado na Figura 8, o que pode nos indicar que se houvéssemos

feito a concentracdo de 100%, a resposta desta porcentagem também seria semelhante e,
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portanto, é possivel supor que caso houvesse amostra suficiente para executar a concentracéo
100% haveria uma resposta significativa semelhante ao que ocorreu no primeiro teste.
Na tabela 2 sdo expressos 0s resultados dos parametros fisico-quimicos antes e depois do
experimento para as Praias de Arraial da Ajuda e Massarandupio. Os dados foram

considerados satisfatorios e dentro limite estabelecido pela metodologia de Veiga e Vital

(2002).
Tabela 2: Parametros de salinidade, pH e Temperatura de ambos 0s testes.
Massarandupio - Inicio Arraial da Ajuda - Inicio
% Salinidade pH Temperatura Salinidade pH Temperatura
Controle 35 8.20 26°C Controle 35 8.00 26°C
0.01 35 8.10 26°C 0.01 34 8.20 26°C
0.1 36 8.10 26°C 0.1 35 8.10 26°C
1 35 8.10 26°C 1 36 8.10 26°C
10 36 8.00 26°C 10 35 8.10 26°C
100 36 8.20 26°C 100 36 8.20 26°C
Massarandupio - Final Arraial da Ajuda - Final
Salinidade pH Temperatura Salinidade pH Temperatura
Controle 35 8.20 26°C Controle 35 8.00 26°C
0.01 35 8.00 26°C 0.01 34 7.90 26°C
0.1 36 7.90 26°C 0.1 35 8.10 26°C
1 35 8.00 26°C 1 36 8.10 26°C
10 36 8.00 26°C 10 35 8.10 26°C
100 36 8.10 26°C 100 36 8.00 26°C

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 8: Grafico em formato boxplot evidenciando a quantidade de Artemia sp. que
sobreviveram ao teste (eixo y) em comparacao a porcentagem de éleo da praia de Arraial da
Ajuda (eixo x). Sol: mostra a porcentagem com diferenca significativa. Fonte: Elaborado pelo

autor.
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Figura 9: Gréafico em formato boxplot evidenciando a quantidade de Artemia sp. que
sobreviveram ao teste (eixo y) em comparacao a porcentagem de 6leo da praia de Arraial da

Ajuda (eixo x). Fonte: Elaborado pelo autor.
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5. Discussao

5.1 Quimica das Amostras

As caracteristicas encontradas na analise das amostras nos permitem concluir que houve um
baixo nivel de intemperismo durante o transporte do 6leo até as praias onde foram coletadas.
Tal caracteristica “conservada” pode ser explicada pelo rearranjo dos HAs cerosos devido a
precipitacdo da graxa combinada com a turbuléncia maritima, o que resultou em um aumento
da densidade do dleo (Fig. 1) (Strem-Kristiansen et al., 1997). A formagdo deste
conglomerado acaba por proteger os hidrocarbonetos dos intemperismos durante seu
transporte.

Essa suposicdo pode explicar ndo somente as caracteristicas precitadas, encontradas na analise
como também o padrdo cromatografico das amostras, o aspecto soélido do 6leo que se
acumulou nas praias (Fig. 2), e a presenca de 1-metilpireno (1-Mpy) e seu homologo 2-metil-
pireno (2-Mpy) em parcelas semelhantes (Fig 7). A propor¢do de 1-Mpy e 2-Mpy em
igualdade corrobora com esta informacdo, pois 0 1-Mpy tem baixa resisténcia a luz solar,
sofrendo foto-oxidacdo mais rapidamente quando comparado a seus homdlogos (Ali et al.,
1995).

5.2. Resposta ecotoxicoldgica

Foi possivel observar que o 6leo coletado em Arraial da Ajuda teve toxicidade significativa
somente na concentracdo de 100% (CEO), o que ndo ocorreu com o 6leo de Massarandupio 0
qual ndo apresentou toxicidade nas concentracdes testadas. Santana et al. (2021) testou
amostras de oOleo diesel e bunker de marcas comerciais comumente usadas em marinas em
Artemia salina, Nitokra sp, Perna perna e Lytechinus variegatus, seus resultados chegam até
a concentracdo de 10%, a autora observou uma resposta significativa ja em porcentagens
abaixo de 10% corroborando com estudos em outros crustaceos como 0 camardo
Palaemonetes pugio (Rayburn et al., 1996), porém quando se compara com este trabalho, ndo
h& igualdade nesta informacdo, visto que s6 houve resposta significativa na porcentagem de
100%. A diferenca entre os testes evidencia que a diferente origem dos 6leos influencia no
nivel de toxicidade, j& que a origem do Oleo esta diretamente atrelada as proporcdes de
toxicantes presentes no 6leo.

Ensaios com misidaceos apresentaram toxidade de 10 a 1000 vezes maior (Mohammed,

2005), que os encontrados por Santana et al. (2021). Tal diferenca ja é esperada pelo fato dos
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misidaceos serem amplamente estudados e comprovadamente mais sensiveis a muitos

contaminantes (Verslycke et al., 2004; De Figueredo et al., 2016).

Pensando nas implicacOes resultantes pelo derramamento do 6leo e o descaso politico para
com a resolucdo deste problema, uma possivel solugdo para uma minimizacdo dos danos
causados e um melhor enfrentamento de possiveis novas recorréncias de desastres desta
natureza sdo as Cartas de Sensibilidade Ambiental a Derramamentos de Oleo (Cartas SAO).
Tais cartas sdo criadas perante a necessidade de planos de emergéncia para que episodios de
poluicdo sejam minimizados e controlados o mais rapido possivel (De Aquino et al., 2013),
sendo entdo um documento cartografico obrigatério necessario para o planejamento de
contingéncia, na avaliacdo geral de danos e na geréncia de acdes de respostas aos impactos
por petroleos e derivados (Barbosa et al., 2010). Dentro de todos 0s usos precitados, tal carta
poderia ter sido utilizada para minimizar os impactos causados no derramamento ambiental

no Nordeste brasileiro em 2019.

6. Concluséao

Os resultados do presente trabalho permitem concluir que ndo houve toxicidade significativa
sob as Artemia sp. do 6leo da Praia de Massarandupio, embora na concentracdo de 10% tenha
havido indicios de toxicidade. Em contrapartida, quando observado o0s resultados
toxicolégicos do Oleo da Praia da Ajuda observa-se resposta significativa a partir da
concentracdo de 100%.

Ao comparar estes resultados com a bibliografia podemos também concluir que a origem do
6leo acaba por influenciar diretamente na resposta toxicoldgica que um organismo pode
apresentar por conta das especificidades em relacdo a proporcao de seus componentes.

Por fim, é importante ressaltar a necessidade de futuros trabalhos com outros organismos teste
e sob possiveis efeitos inibitorios, aditivos ou sinergéticos, assim como analises de outras
respostas ecotoxicoldgicas e em outras concentragdes, para ter um melhor entendimento dos

padrdes de resposta toxicologica deste organismo para com o 6leo.
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