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Resumo

No segundo semestre de 2019 surgiram manchas de 6leo que atingiram toda a extensdo do
nordeste brasileiro. I1sso apresenta alto risco a salde dos organismos marinhos em diversos
ambitos como o contato com as fracGes de 6leo que se dissolvem na dgua. A fim de avaliar os
riscos deste composto foram realizadas anélises ecotoxicolOgicas para averiguar os efeitos
causados pela exposicao desse material. Desse modo, foram preparadas, em laboratério, fracbes
solGveis em agua a partir de trés amostras coletadas em diferentes pontos. Com estas fracdes
foram realizadas analises quimicas para quantificar o total de hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (TPHA) e alifaticos (THA) presentes nas fracdes sollveis e realizados testes com o
objetivo de avaliar a mortalidade em Artemia salina e o desenvolvimento embrionario em
Echinometra lucunter. Os resultados encontrados nas analises quimicas detectaram valores
quantificaveis para HA e HPA que foram superiores nas FSA da amostra 3 em comparacao as
outras amostras avaliadas. Quanto aos testes de toxicidade, o organismo Artemia salina
apresentou concentragcfes que obtiveram diferenca significativa com o controle a partir de 5%
apos 48 horas de exposicdo para a amostra 1. Ja no para os testes realizados com Echinometra
lucunter, expostos as FSA de 3 amostras, encontrou-se diferenca significativa com o controle a
partir das concentragdes de 50% apds 48hs de exposi¢do. Os organismos avaliados mostraram
baixa sensibilidade nas fracOes avaliadas quando comparadas a estudos anteriormente
estudados com fracOes sollveis de 6leo. Todavia, encontrou-se nas fracbes sollveis avaliadas
concentracdes de hidrocarbonetos compativeis com estudos realizados com amostras
ambientais e que apresentaram toxicidade aos organismos avaliados demonstrando assim o
potencial toxico dessas fracGes aos organismos que possam ser expostos as fragdes sollveis
destes materiais. Conclui-se que o 6leo que atingiu as praias brasileiras no ano de 2019
apresentava condi¢des para contaminar a coluna d’agua, pela solubiliza¢do de hidrocarbonetos,
e afeta negativamente as populacdes de invertebrados marinhos apos a exposicao as fracoes
sollveis deste 6leo. Mais estudos precisam ser realizados para aperfeicoar a compreensdo dos
efeitos dos 6leos encontrados nas praias nordestinas em organismos marinhos.
Palavras-chave: Artemia salina, Fracdo soltvel do 6leo, Echinometra lucunter, HPA, Desastre

ambiental.



Abstract

In the second half of 2019, oil stains appeared that reached the entire length of the Brazilian
northeast. This poses a high risk to the health of marine organisms in various areas, such as
contact with oil fractions that dissolve in water. In order to assess the risks of this compound,
ecotoxicological analyzes were carried out to investigate the effects caused by exposure to this
material. Thus, water-soluble fractions were prepared in the laboratory from three samples
collected at different points. With these fractions, chemical analyzes were carried out to
quantify the total amount of polycyclic aromatic hydrocarbons (TPHA) and aliphatic
hydrocarbons (THA) present in the soluble fractions, and tests were carried out with the aim of
evaluating mortality in Artemia salina and embryonic development in Echinometra lucunter.
The results found in the chemical analyzes detected quantifiable values for HA and HPA that
were higher in the FSA of sample 3 compared to the other evaluated samples. As for the toxicity
tests, the organism Artemia salina showed concentrations that obtained a significant difference
with the control from 5% after 48 hours of exposure for sample 1. As for the tests carried out
with Echinometra lucunter, exposed to the ASF of 3 samples, a significant difference was found
with the control from concentrations of 50% after 48 hours of exposure. The evaluated
organisms showed low sensitivity in the evaluated fractions when compared to previously
studied studies with oil soluble fractions. However, concentrations of hydrocarbons compatible
with studies carried out with environmental samples were found in the evaluated soluble
fractions, which showed toxicity to the evaluated organisms, thus demonstrating the toxic
potential of these fractions to organisms that may be exposed to the soluble fractions of these
materials. It is concluded that the oil that fed the Brazilian beaches in 2019 was able to
contaminate the water column, due to the solubilization of hydrocarbons, and affected the
appearance of marine invertebrates after exposure to the soluble fractions of this oil. More
studies need to be carried out to improve the understanding of the effects of oils found on
Northeastern beaches on marine organisms.

Keywords: Artemia salina, Water Soluble fraction of oil, Echinometra lucunter, HPA,

Environmental disaster.
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1. Introducéo e Objetivos:

1.1. Derramamentos de petroleo

O petrdleo € um composto de alta relevancia na sociedade e fundamenta boa parte da
economia mundial, assim como o desenvolvimento econdmico. Entretanto, 0s processos
relacionados com sua extracdo, uso, transporte, beneficiamento e disposi¢do de seus residuos
envolvem riscos e geram muitas questdes ambientais, dentre elas, 0s derramamentos e acidentes
que periodicamente ocorrem contaminando 0s ecossistemas, causando impactos ambientais
com consequéncias graves (Parviainen et al, 2021).

Os corpos hidricos sdo atingidos com frequéncia por estes acidentes envolvendo
petréleo e seus derivados, e uma parte significativa desse material acaba sendo lancada nos
oceanos. Ao longo da historia ocorreram acidentes de grande relevancia, principalmente pelas
suas dimensdes e impactos, que resultaram em um aumento exorbitante de estudos e avaliagdes
sobre os efeitos da toxicidade do petréleo e seus derivados (Aranguren-Abadia et al, 2022).

Dentre 0s casos com derramamento no oceano podemos citar os casos da plataforma
Deepwater Horizon, que foi o maior incidente do tipo com a liberacéo de 5 milhdes de barris
de 6leo no mar (Beyer et al, 2016). Outro evento importante foi o acidente com o navio Exxon
Valdez, em 1989, com mais de 36.000 toneladas de petréleo bruto sendo liberadas no mar
(Ramseur, 2010). No Brasil, podemos citar a explosdo do cargueiro chileno Vicufia em
novembro de 2004, no porto de Paranagua, que havia sido considerado o0 maior acidente na Baia
de Paranagué até entdo, no qual 4 tripulantes morreram e cerca de 1 milhdo de litros de metanol
e 5 milhdes de litros de 6leo combustivel vazaram no mar. Destes, apenas foram retirados do
mar cerca de 1,2 milhGes de litros de metanol e 2,5 milhdes de litros de agua oleosa, causando
a morte de centenas de animais incluindo crustaceos, golfinhos, tartarugas e aves aquaticas
(Silva, 2019).

Algumas agfes vém sendo tomadas para diminuir o risco de derramamentos, como
melhorias nas embarcacOes, aprimoramento na capacitacdo das equipes envolvidas na
manipulacdo e transporte do 6leo, organizacdo de ag¢Oes preventivas e planos para agdes de
resposta, estas acdes estdo constantemente sendo revisadas. Tambem existem locais onde a
regulamentaco é mais rigida como as do Alasca e Mar Artico adjacente, as quais exigem a
diminuicdo das concentragOes de enxofre para que o transporte seja autorizado (Szklo e
Schaeffer, 2007). Contudo, os acidentes envolvendo petréleo continuam ocorrendo e gerando

danos ambientais e socioeconémicos (Miranda et al, 2022)
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As legislagbes abordando acbes de resposta a estes tipos de acidentes tém sido
aprimoradas no Brasil desde 1967, como a lei federal n° 5.357/1967 (Anexo 1), que apenas
imputava multas aqueles que lancassem detritos ou 6leo em aguas jurisdicionais brasileiras,
permanecendo em vigor até 2000, quando foi substituida pela Lei Federal n°® 9.966/2000 (Anexo
2). Traz consigo os principios basicos a serem obedecidos na movimentagdo do 6leo e outras
substancias nocivas. No ambito internacional, a MARPOL 73/78 - Convencgéo Internacional
para Prevencao da Poluicdo Causada por Navios ja estabelecia regras para a prevencao da
poluicdo causada por 6leo, sendo internalizada no Brasil por meio do decreto legislativo n°60/95
e do decreto executivo n° 20508/98 (Anexos 3 e 4) que também regulamenta as a¢des no caso
de acidentes (Brasil, 2008).

Além dos aparatos legais, o Brasil dispde também de regulamentos para as acbes de
resposta e combate ao 6leo no mar, em caso de acidentes, que incluem a elaboracédo e uso de
cartas de sensibilidade ambiental ao 6leo, planos de contingéncia e mobilizagdo da estrutura
institucional para tais acdes (Oliveira et al, 2022). Porém, algumas falhas operacionais podem
ser identificadas, evidenciando a necessidade de avangcos e aprimoramentos como em
distribuicdo de competéncias e acdes rapidas de respostas. Por exemplo, o fato do Brasil ndo
ser signatério do fundo internacional de compensacdo sobre derramamento de 6leo impede o
acesso do pais a esses recursos para mitigacdo dos danos causados por derrames que
ocasionalmente podem ocorrer. Em 2019, houve um incidente de grandes proporgdes no litoral
brasileiro, com o aparecimento de toneladas de 6leo, de origem desconhecida, que atingiram
uma extensa area das regides nordeste e sudeste. No caso desse incidente, os recursos foram
obtidos apenas 3 a 4 meses ap0s as primeiras observacgdes de 6leo nas praias, quando ja se havia
retirado boa parte do material e o surgimento de novas manchas j& diminuia (Lima et al, 2021).

A escassez de informacdes publicadas sobre espécies que podem ser afetadas e a
dificuldade em acessar informagcfes sobre os potenciais alvos do Oleo levam a uma
subestimativa, pelos planos de contingéncia, dos efeitos adversos causados nas areas costeiras.
Também faltam informacdes sobre endemismo, raridade e principalmente vulnerabilidade de
espécies encontradas em determinadas areas (Oliveira et al, 2022), necessérias para a atribuicdo

de importancia as areas costeiras sob risco de exposicao ao 0Oleo.

1.2. Caso de surgimento de manchas de 6leo em praias do litoral brasileiro em 2019

Em 30 de agosto de 2019 foi registrado o surgimento de manchas de petréleo no

Municipio do Conde, Paraiba, nas praias de Jacuma e Tambaba. Este foi o primeiro relato de



13

uma sequéncia tragica do que viria a ser o maior incidente no litoral ja visto até entdo. Nos dias
que se seguiram, esporadicas manchas oleosas surgiram nas praias nordestinas. Em cinco
semanas, todos 0s nove estados ja haviam apresentado aparecimento de manchas em alguma
localidade (Miranda et al, 2022).

Mesmo a maior parte dos registros sendo observada na regido nordeste do Brasil. O
mesmo aconteceu no sudeste, tendo o primeiro ocorrido na praia do Guriri, no litoral de Séo
Mateus, no norte do Espirito Santo, em 7 de novembro. Fragmentos foram registrados também
no Rio de Janeiro, em propor¢Bes muito menores em ambos os locais (Disner et al, 2022).

O IBAMA informou que 5.300 toneladas de residuo de 6leo (ainda com algum agregado
de areia) foram removidos do ambiente, sendo o estado de Alagoas, 0 que mais obteve
quantidade coletada, com mais de 2000 toneladas (apresentacdo do governador do Estado na
COMPESA, Secretaria de Planejamento e Gestdo, SEPLAG, 29/10/2019). Apesar do grande
volume de 6leo removido ficou ainda uma quantidade do 6leo retida. Podemos caracterizar este
como um evento de grande escala (Baker, 1985), sendo o maior incidente de petroleo em areas
costeiras ja ocorrido no Brasil.

Logo apds a ocorréncia das primeiras manchas, as comunidades locais se mobilizaram
para ajudar a remover o 6leo das praias. Entre os milhares de voluntérios, destacou-se a atuacéo
daqueles que vivem de pesca artesanal ou do turismo local, que tiveram suas fontes de renda
afetadas pela chegada do 6leo, e ndo viam a¢0es efetivas de limpeza nas praias, funcéo esta que
foi assumida em boa parte pela marinha do Brasil, na auséncia do agente responsavel. (Pena et
al, 2020). Além disso, ocorreram relatos de intoxicacdo desses voluntarios ap0s exposicao ao
6leo que possui toxicidade ja conhecida, principalmente pela inalacdo, podendo inclusive gerar
irritagdes na pele, entre outros efeitos. Um risco a qual foram submetidos pois a maioria deles
ndo utilizava equipamentos de seguranca (Disner et al, 2020).

Mesmo assim, o Ministério da Salde e a Marinha do Brasil emitiram, apenas no dia 24
de outubro, as recomendaces para retirada do material, e também evitar o contato direto com
0 6leo, o qual contém substancias cancerigenas. Em 25 de outubro, o governo anunciou a
criacdo de uma péagina na internet contendo informagfes sobre o surgimento de manchas
(IBAMA, 2019b). S6 entdo houve detalhes especificos sobre locais e fauna afetados foram
divulgados.

Ao se tratar especificamente do estado da Bahia e sua vasta area litoranea que possui
uma riqueza de biodiversidade da qual muito ainda ha por ser descoberta. Esta possui diferentes
areas para preservacdo ambiental seja no sul da Bahia que conta por exemplo com o Parque

Nacional de Abrolhos, a reserva extrativista Marinha de Ponta do Corumbau e a APA Caraiva/
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Trancoso, ou como no norte com a APA Litoral Norte. Estas areas possuem praias voltadas ao
oceano e a baia, mangues, estuérios, costdes e recifes de cora areas de preservagdo com grupos
taxonbmicos abundantes como equidonermatas, Toxopneustidae, Arbaciidae e
Mellitidae.(Amaral e Jablonski, 2005; Nunes e Matos, 2017) as quais sdo reconhecidas areas
por possuirem uma grande diversidade bioldgica e pelos servigos ecossistémicos prestados,
como fonte de recursos pesqueiros, fornecimento de protecdo a costa contra ondas e geracéo de
renda através do turismo (IMO/UNEP, 2009)

As primeiras amostras do Estado da Bahia datam de 04 de outubro de 2019. O governo
do estado da Bahia estimou em 459,59 toneladas o total recolhido das praias atingidas até o dia
28/10/2019. (IBAMA, 2019) As praias atingidas foram demarcadas e a quantidade de material
encontrado foi descrita para cada uma. O total de locais vistoriados e marcados na ultima

vistoria realizada pelo Ibama em marco de 2020 podem ser vistas na Figura 1 para este estado.
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Figura 1. Localidades verificadas quanto ao registro de novas manchas no litoral do estado da Bahia,

considerando as areas oleadas até a data de 12/03/2020. Dados da Ultima vistoria. Os pontos em vermelho
indicam as regifes onde foram coletadas as amostras usadas para os testes realizados nesta pesquisa. O ponto
superior ao norte indica a praia do Massarandupio, enquanto o ponto inferior no sul, indica a praia do trancoso.
(extraido de IBAMA, 2019).
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1.3. Petréleo, hidrocarbonetos e fracdo soltvel

O petréleo bruto tem origem biologica, sendo originado a partir de matéria organica
submetida a alta pressao e temperatura por milhdes de anos em depdsitos sedimentares, sendo
que sua composicdo depende diretamente da fonte da matéria orgénica que a originou.
Geralmente, é composto por uma mistura complexa com mais de 1000 compostos de
hidrocarbonetos com peso molecular variando de baixo (de C1) a alto (mais de C38). Os
principais grupos presentes nele sdo hidrocarbonetos saturados (alcanos e cicloalcanos) ou
aromaticos, resinas, asfaltenos (compostos policiclicos contendo nitrogénio, enxofre e
oxigénio), e compostos organometalicos (NRC, 2003).

Apbs o derramamento, o Oleo sofre varios processos de degradacdo, como
espalhamento, evaporacdo, dispersdo, emulsificacdo, dissolucdo, oxidagdo, sedimentacdo e
biodegradacdo. Através da emulsificacdo, € gerado o mousse (6leo + &gua), promovendo o
aumento significativo do volume deste poluente no ambiente. Devido a sua persisténcia no
ambiente marinho, 0 mousse pode transportar 0s compostos aromaticos a longas distancias
(GESAMP, 1993).

Por consequéncia do processo de intemperismo e perda dos compostos monoaromaticos
(benzeno, tolueno, xileno) do mousse, os HPA séo os principais contribuintes para a toxicidade
dos 6leos intemperizados (NRC, 2003). Os HPA formam uma vasta classe de substancias
organicas contendo dois ou mais anéis aromaticos fundidos, podendo ou ndo conter grupos
substitutos ligados (Hylland, 2006).

Apesar destes compostos apresentarem potencial carcinogénico em baixas
concentragfes, os HPA possuem baixa solubilidade em agua. Devido a sua natureza
hidrofobica, a solubilidade aquosa dos HPA diminui quando estes fazem parte de uma mistura,
pois 0s compostos tendem a permanecer no 6leo devido a sua baixa polaridade. Contudo sua
natureza hidrofobica torna-o suscetivel a se ligar & matéria organica e tecidos dos organismos
(Shiu et al, 1990). Os HPA podem variar amplamente em suas propriedades devido a grande
variedade de tamanhos e massa molecular (Newman e Unger, 2002). Compostos com grande
massa molecular sdo considerados hidrofébicos e tendem a acumular em sedimentos e nos
organismos. J& os compostos de menor massa molecular tém propriedades toxicas agudas
(Newman e Unger, 2002). Quanto a solubilidade em &gua dos hidrocarbonetos aromaticos do
petrdleo, Xie et al, (1997) destacam que a salinidade interfere na solubilidade desses compostos,

diminuindo suas concentracfes sollveis.
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Devido a alta deteccdo de HPA no meio ambiente e ao fato de esses compostos
apresentarem toxicidade e potencial carcinogénico, a United States Environmental Protection
Agency (USEPA), agéncia de protecdo ambiental dos Estados Unidos da América, estabeleceu
16 HPA prioritarios, considerados particularmente importantes no monitoramento ambiental de
poluentes organicos prioritarios: Naftaleno, Acenaftileno, Acenafteno, Fluoreno, Fenantreno,
Antraceno, Pireno, Fluoranteno, Benzo[a]antraceno, Criseno, Benzo[b]fluoranteno,
Benzo[k]fluoranteno, Benzo-[a]pireno, Indeno[1,2,3-c,d]pireno, Dibenzo[a,h]antraceno e
Benzo[g,h,i]perileno (USEPA, 1999).

Por sua vez, a fragdo soltvel em agua (FSA) pode ser definida como a fase aquosa ap6s
a aplicacdo de energia que mistura a agua, seja doce ou salina ocorrendo o envolvimento das
moléculas do solvente (agua) nas particulas do soluto (petréleo), dissolvendo-as, com 6leos
brutos por longo periodo variando do quanto e da forca aplicada..(Shen e Yapa, 1988) A
dissolugdo é um processo importante do ponto de vista de possiveis danos biol6gicos, embora
seja responsavel por apenas uma fracdo desprezivel do balanco de massa do 6leo. Em sua
composicdo contém abundancia de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (Bera et al, 2019)
e outras substancias sollveis em agua. E a capacidade destes compostos quimicos para particdo
na fase aquosa é regida por propriedades fisico-quimicas comuns (principalmente polaridade,
medida pelo coeficiente de parti¢do octanol-a4gua - Kow) (Liu e Kujawinski, 2015).

O o6leo entranhado na coluna d’agua pode ser responsavel por danos aos organismos
marinhos por diferentes vias, como através da ingestdo de goticulas de éleo e incorporacdo do
6leo no zooplancton (Lee et al., 1985). Nesse sentido, em alguns casos de derramamento foram
avaliadas a presenc¢a de marcadores de petrdleo e encontrados niveis elevados na coluna d’agua,
passados 1,5 anos, em locais proximos do acidente ocorrido no Golfo do México com a
plataforma Deepwater Horizon (Paul et al., 2013), mantendo-se biodisponivel para causar
efeitos nos organismos a eles expostos.

Recobrimento, inalacédo e ingestdo de 0leo por aves e mamiferos marinhos podem causar
efeitos letais ou subletais devido a sua toxicidade, como danos ao sistema nervoso reducédo da
habilidade de se alimentar ou digerir os alimentos (GESAMP, 1993; USEPA, 1999; Islam &
Tanaka, 2004). Estudos de toxicidade mostram que o copépodo Tigriopus japonicus pode ser
impactado negativamente pelo 0leo e dispersantes em seu desenvolvimento e sua reproducao.
(Lee et al, 2013). Mais além, o efeito toxico do 0leo pode causar uma série de problemas a
satde humana, através de sua inalagdo, contato com a pele ou até mesmo ingestdo acidental.
Esse contato do homem com o petr6leo é mais intenso dentro das refinarias, terminais e navios,

mas pode ocorrer também durante as operagdes de limpeza das areas atingidas, e também por
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meio do consumo dos pescados na regido onde ocorreram. (Euzebio et al, 2019) Os efeitos
toxicologicos do 6leo no homem estdo associados principalmente a irritacdo na pele e olhos,
nauseas, vomitos, sensacao de embriaguez e dores abdominais (NRC, 1985). Outros estudos
indicaram a relagéo entre 0 aumento de casos de diabetes gestacional em mulheres que tiveram
exposicao prolongada e outros impactos no sistema reprodutor como a diminuig¢do da qualidade
do sémen ou sua ma-formacao.

Embora os HPA possam ser metabolizados pelos organismos vertebrados e
invertebrados, em um processo iniciado pelo sistema citocromo P450, eles podem ser
acumulados em invertebrados que possuem atividade metabodlica reduzida. Porém, mesmo nos
vertebrados, pode existir a baixa capacidade de eliminac¢do dos HPA mais hidrofdbicos, os quais
podem se acumular nos tecidos adiposos (Lourenco et al, 2021). Em peixes, a acumulacédo de
hidrocarbonetos solUveis é extremamente rapida e esses compostos sdo metabolicamente
degradados por biotransformacdo enzimatica, sendo um mecanismo essencial para o modo de
acdo de compostos genotdxicos (Sorhus et al, 2021).

Considerando que o aparecimento do 6leo no litoral da regido nordeste do Brasil como
evento que gerou os impactos aos ecossistemas costeiros, o objetivo principal do presente
estudo é avaliar a toxicidade da fragdo sollivel em agua (FSA) de amostras ambientais de 6leo
coletadas em praias nordestinas. Foram usados como organismos modelos nauplios de Artemia
salina, organismo de facil obtencéo e com resposta rapida e eficaz além de embrides de ourico
do mar Echinometra lucunter que também sdo organismos largamente utilizados em avaliacdes
ecotoxicoldgicas ja que estdo amplamente distribuidos sendo assim faceis de coletar e bons
representantes para avaliagio de impacto ambiental E valido ressaltar também o baixo custo e
a auséncia de necessidade de manutencgéo de cultivo bem como a sensibilidade dos organismos
nas fases de seus ciclos de vida que foram avaliadas.

A hipdtese deste trabalho foi de que o 6leo derramado no ecossistema aquatico pode
produzir uma FSA que contém hidrocarbonetos e oferece riscos para 0s organismos marinhos,
por produzir efeitos toxicos. Para atingir este objetivo principal, foram estabelecidos o0s
seguintes objetivos especificos:

° Estimar a liberacdo de hidrocarbonetos (alifaticos e policiclicos aromaticos) na agua
através da analise quimica da fracéo solUvel preparada em laboratério;

° Avaliar a toxicidade aguda da fracao soltuvel de amostra de 6leo coletada nas praias do
nordeste sobre a sobrevivéncia do crustdceo Artemia salina;

° Avaliar a toxicidade das fracdes sollveis de amostras de 6leo coletadas em praias do

nordeste sobre o desenvolvimento embrio-larval do ouri¢co-do-mar Echinometra lucunter.
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2. Metodologia:

2.1 Preparacdo da fracdo sollvel em 4gua - FSA

Trés solucdes-estoque contendo as fracBes sollveis de 6leo em agua do mar foram
preparadas, a partir de trés amostras de 6leo coletadas em diferentes pontos do litoral da Bahia,
seguindo o protocolo ABNT/ NBR 15.469. As amostras contemplaram as praias de Trancoso
(Litoral Sul) e Massarandupio (Litoral Norte). Estes fragmentos foram gentilmente cedidos pelo
Prof. Dr. Rafael Lourenco, do Instituto Oceanografico da USP. As amostras de 6leo nas praias
da Bahia foram coletadas durante o periodo de surgimento do 6leo, quando estava sendo
realizada a retirada do material bruto acumulado na linha de costa por meio dos voluntérios
onde parte do material foi entregue a grupos de pesquisas. Armazenou-se algumas amostras em
marmitex de aluminio descartavel e outras em potes de vidro as quais foram mantidas em
refrigeracdo a 5° C + 2. As amostras utilizadas foram enumeradas de acordo com o pote em que
foram armazenadas em conjunto a localidade a qual estava demarcada sendo entéo referidas
para o presente estudo como Amostras 1, 2 e 3. Tendo as duas primeiras tendo sido coletadas
na praia do trancoso e a Ultima na praia de Massarandupio como descritos na Tabela 1.

Quanto ao preparo das fragbes solUveis, primeiramente a &gua do mar foi coletada no
Parque Estadual Marinho da Laje de Santos (SP) para uso como controle e agua de diluicdo, e
posteriormente filtrada com membrana de 45um e autoclavada para em seguida ser misturada
ao petréleo coletado com proporcdo de 9/1 (4gua/6leo) seguindo o método padronizado por
Nordtug et al (2011). Com o auxilio de um agitador magnético de baixa energia (160 rpm)
durante o periodo de 20 horas a mistura foi homogeneizada para a formagdo das goticulas
dissolvidas. A camada aquosa foi drenada apds 2 horas de decantacdo depois de desligado o
agitador magnético sendo colocado em garrafas de vidro ambar limpas e posteriormente
armazenadas em refrigerador em temperatura de cerca de 4°C. Para o preparo dos testes, a
solucdo estoque (100%) foi diluida em &gua do mar filtrada para a obtencéo das concentracdes
de 0,1%; 1%, 10% e 50%.



20

k <
o
. v
Figura 2. Amostras de dleo coletadas nas praias nordestinas onde ocorreram o derramamento em 2019. Notar

diferengas visiveis entre a viscosidade e estado de intemperismo das amostras.

No que diz respeito a Amostra 1, observou-se alta concentracdo visivel de material
suspenso (particulas de 6leo e sedimento) na solucao inicial (100% da amostra 1), dessa forma,
para o teste preliminar, esta amostra teve sua solucgéo estoque diluida em mais 10x, obtendo-se
assim uma solucdo de 10%, da qual foi gerada um novo range de diluicdo seriada para as
concentracdes. As amostras 1 e 3 seguiram as dilui¢Oes a partir da concentracdo de 100%. As
concentragdes utilizadas para cada amostra seguem descritas na Tabela 1:

Tabela 1. Amostras utilizadas para realizacdo das fracdes sollveis para os organismos testes avaliados e seus
respectivos tratamentos

Organismo Concentracéo (%) Amostra (localidade)

Artemia salina 0,01;0,1;1;5e10 Amostra 1 (Trancoso)

Echinometra lucunter 0,01,0.1,1,5,10,e 100 Amostra 1 (Praia do Trancoso)
Echinometra lucunter 0,01, 0,1, 1, 10, 50, 100 Amostra 2 (Praia do Trancoso)
Echinometra lucunter 0,1, 1, 10, 50, 100 Amostra 3 (Praia do Massarandupi)

2.2 Analises quimicas

Foram realizadas andlises para determinacdo dos hidrocarbonetos presentes nas
amostras da solucdo estoque da fracdo soluvel. Essas analises foram conduzidas pelo grupo
coordenado pelo Prof. Dr. Rafael Lourenco, do IOUSP, colaborador no presente trabalho. A
extragcdo dos compostos a partir da FSA foi realizada de acordo com protocolo descrito na
Norma ABNT/NBR 15.469. Cerca de 500 mL do total preparado foi dividido em duas
subamostras de 100 mL (replicas) para as analises de hidrocarbonetos. Para a obtencdo dos
extratos organicos referentes a HPA nas fracdes aquosas FSA, foi empregado o método

EPA3510C. Foram determinados os compostos totais de hidrocarbonetos aromaticos e
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alifaticos por meio de cromatografia gasosa acoplada ao espectrémetro de massas (GC-MS) e
com detector de ionizacdo de chama (GC-FID). O procedimento analitico esta descrito em
detalhes em Martins et al (2011).

2.3 Testes de ecotoxicidade

Foram realizados testes de toxicidade aguda (medindo sobrevivéncia) com Artemia
salina e teste de toxicidade cronica de curta duracdo analisando desenvolvimento embrionario
com o ouri¢co-do-mar Echinometra lucunter. As propriedades fisico-quimicas (temperatura,
oxigénio dissolvido, pH e salinidade) das soluc@es teste e dos controles foram medidas no inicio

e no final de todos os experimentos.

2.3.1 Teste de toxicidade cronica - Desenvolvimento embrio-larval de ourigo-do-mar

(Echinometra lucunter)

Neste ensaio foram avaliados os efeitos sobre o desenvolvimento embrionario de
ourigos-do-mar da espécie Echinometra lucunter apds exposicéo as diferentes concentraces
de FSA. Os testes foram realizados segundo metodologia descrita por NBR/ABNT 15.350
(2006). Para tal, individuos adultos foram coletados em costdes rochosos e foram induzidos a
liberar seus gametas através da injecdo de 2,5 mL de KCI (0,5M) em sua regido peri-oral. Os
6vulos foram examinados quanto a sua morfologia, em estereomicroscépio. Por sua vez, 0s
espermatozéides foram ativados imediatamente antes do inicio da fecundagdo, por meio da
adicdo de 0.5 ml de esperma em 24,5 mL de agua do mar filtrada.

Para o processo de fertilizagédo, foram acrescentados aproximadamente 2 mL da solugéo
de esperma ao béquer contendo os ovulos. Trés sub-amostras foram retiradas para contagem
dos ovos, identificados pela presenca da membrana de fecundacdo a sua volta (para
continuidade do teste deve-se obter um minimo de 80% de ovos fecundados). Foram colocados
aproximadamente 500 ovos em cada réplica contendo os tratamentos das FSA e nos respectivos
controles. Os ovos entdo recém-fecundados foram introduzidos nos tubos de ensaio e ap0os 36-
42 horas (tempo necessario para a formacéo da larva equinopliteo, o teste foi finalizado com a
adicdo de 0,5 mL de formol 10% tamponado com bérax em cada réplica. Posteriormente, foi

realizada a contagem das 100 primeiras larvas encontradas em cada réplica, utilizando-se de
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microscopio Optico (aumento de 100x) para observar o desenvolvimento embrionario normal

em relagéo ao controle.

2.3.2 Teste de toxicidade aguda com Artemia salina

Os crustaceos do género Artemia, Ordem Anostraca, sdo organismos filtradores e
cosmopolitas, estando amplamente presentes nos ambientes aquaticos, e consequentemente
podendo estar expostos aos poluentes presentes na coluna d’agua. Por seu habito alimentar,
atuam como elo tréfico entre as comunidades fitoplancténicas e os niveis tréficos superiores.
Sua utilizacdo em experimentos laboratoriais se d& pela alta sensibilidade, baixo custo e
facilidade de cultivo (Ferreira et al, 2000). Além disso, caracteriza-se por ser um excelente
bioindicador, proporcionando respostas robustas perante pequenas variagdes na qualidade do
ambiente. Por esse motivo, sdo utilizadas para a avaliacdo de risco ecotoxicoldgico (Meyer et
al, 1982). A utilizagdo destes organismos tem também o intuito de reduzir a geracéo de residuos
produzidos durante o estudo (Blaise, 1998).

Cistos de Artemia sp. tém sido obtidos junto ao comércio (criadores nacionais, no RN),
sendo mantidos no laboratorio e estando disponiveis para o uso. Para dar inicio aos testes foi
necessaria a inducdo da ecloséo dos cistos. Para tal, os cistos foram imersos em agua destilada
por uma hora, descontaminados em solucéo de hipoclorito de sddio e &gua destilada por dois
minutos, e posteriormente lavados em agua corrente. Os cistos foram mantidos em agua do mar
filtrada com aeracdo salinidade a 35, temperatura 25 + 2 °C, e fotoperiodo de 12 h/12 h
(claro/escuro) por 48 horas, ou seja, até atingirem a fase ideal (Figura 2) para a execugdo dos
testes (metanauplio Il). Em cada réplica, foram introduzidos dez nauplios, selecionados
aleatoriamente, consistindo cada réplica em tubos de ensaio de 15 mL preenchidos com um
volume de 10 mL de solucdo teste, e mantidos em condigdes controladas. As solucgdes que
foram utilizadas para este ensaio referem-se as fragcOes soliveis de amostras de 6leos nas
concentragdes pre-estabelecidas.

Nos periodos de 24 e 48 horas de exposi¢do, 0s organismos vivos e mortos foram
observados e contados, utilizando como critério a auséncia de movimento, de acordo com Veiga
& Vital (2002).
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Figura 3. N&uplio de Artemia sp. na fase de uso para o teste de toxicidade, metanauplio I1.

2.4 Analises dos dados

Para os testes de ecotoxicidade, os experimentos foram executados em um desenho
experimental de fator fixo, sendo cada uma das dilui¢des (tratamento experimental) um nivel.
Os resultados de cada ensaio foram primeiramente verificados por teste F comparativo para
homocedasticidade e Shapiro-Wilks para verificar a normalidade, em seguida estimada,
diferencgas significativas em comparacdo ao controle (dgua do mar limpa, diluicdo 0%) e
testadas estatisticamente através de analise de variancia (ANOVA) seguida do teste de Dunnett
0 que permite encontrar a menor concentracdo de efeito observavel (CEO) e a concentragédo de
efeito ndo observavel (CENO). Foram estimadas também a Concentracdo Efetiva a 50% dos
organismos (CE50), como métrica de toxicidade. Neste caso, os dados de cada tratamento foram
transformados para a escala logaritmica e modelo de regressdo ndo-linear foi empregado para
observagdo da relacdo entre as variaveis (diluicdo vs. efeito). As andlises foram realizadas
utilizando o programa estatistico GraphPad Prism versdo 5. Para que por meio da estimativa
de concentracdes toxicas pudéssemos observar relacdes entre as concentracOes totais de
hidrocarbonetos (alifaticos e policiclicos aromaticos) e os efeitos toxicos medidos (% de

anormalidades no desenvolvimento larval e % que causa mortalidade em Artemia salina).
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3. Resultados

3.1 Analises quimicas

Quanto as andlises de hidrocarbonetos, todas as amostras apresentaram quantidades
mensuraveis de hidrocarbonetos alifaticos (HA) variando entre valores de 3,31 pg-L-1.e 17,85
pug-L-1. Os valores identificados para cada amostra diferiram entre si para 0S mesmos
compostos. Em questdo de valores totais a amostra 3 apresenta a maior quantidade com 54,21
ug-L-1 em sequéncia a amostra 2 com 11,95 pg L-1, e por fim a amostra 1 com 7,19 pg-L-1.

Alguns grupos de HA apresentaram concentracdes quantificaveis apenas para a amostra
3 como €é o caso da n-C19, nC24, nC25, n-C28 e n-C30, ja 0 nC23 somente para a amostra 2,
enquanto os do grupo n-C23 e n-C29 estavam presentes em todas as amostras. E apenas a
amostra 1 ndo obteve quantidades de HA isoladamente detectaveis em comparacdo com as
outras. Os dados completos especificos de cada HA identificado e quantificado estdo descritos

na Tabela 2:
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Tabela 2. Concentragdes de hidrocarbonetos alifaticos (HA) quantificado para todas as fragdes sollveis em agua
(FSA) das trés amostras de petrdleo analisadas. (<DL = concentracfes abaixo do limite de deteccéo).

Concentracdo: ng L Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3
n-C10 <DL <DL <DL
n-C11 <DL <DL <DL
n-C12 <DL <DL <DL
n-C13 <DL 3,43 <DL
n-C14 <DL <DL <DL
n-C15 <DL <DL <DL
n-C16 <DL <DL <DL
n-C17 <DL <DL <DL

Pristane <DL <DL <DL
n-C18 <DL <DL <DL
Phytane <DL <DL <DL
n-C19 <DL <DL 4,93
n-C20 <DL <DL <DL
n-C21 <DL <DL <DL
n-C22 <DL <DL <DL
n-C23 3,31 3,67 7,02
n-C24 <DL <DL 5,90
n-C25 <DL <DL 8,35
n-C26 <DL <DL <DL
n-C27 <DL <DL <DL
n-C28 <DL <DL 5,79
n-C29 4,58 4,86 4,37
n-C30 <DL <DL 17,85
n-C31 <DL <DL <DL
n-C32 <DL <DL <DL
n-C33 <DL <DL <DL
n-C34 <DL <DL <DL
n-C35 <DL <DL <DL
n-C36 <DL <DL <DL
n-C37 <DL <DL <DL
>AHs 7,89 11,95 54,21

Limite de Detecgdo(DL) : 2,5 ng-L?
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Foi também quantificada a presenca de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos nas
amostras avaliadas, cada um dos principais HPA conhecidos na literatura foram descritos com
a devida quantidade encontrada e representados na Tabela 3. Em relacéo & quantidade total de
HPA, a amostra 3 foi a que apresentou valores superiores em comparagdo as outras duas, sendo
seguida em ordem decrescente pela amostra 1 e 2. Ja quando referente aos tipos de HPA
presentes em cada amostra, 0s mesmos foram o que apresentaram maior quantidade em todas
as amostras sendo estes respectivamente o C2-Pireno-Fluoranteno, C2-Criseno e C1-Pireno-
Fluoranteno. Apesar das diferencas em quantidade, as proporc¢des dos hidrocarbonetos séo
similares, ou seja, poucos tipos de HPA se encontravam ausentes em uma amostra e presentes
em outras quando relativo aos HPA de alto peso molecular. J& para os de baixo peso molecular
na amostra 3 foram obtidos alguns tipos, enquanto nas outras 0os mesmos ndo foram

identificados.
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Tabela 3. Concentracdes de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HPA) quantificado nas fragdes sollveis em
dgua (FSA) das trés amostras de petréleo analisadas em pg L (<DL = concentracdes abaixo do limite de

deteccdo).
Baixo peso molecular Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3
Naftaleno 0,02 <DL <DL
2-Metil-naftaleno 0,03 <DL 0,02
1-Metil-naftaleno 0,02 <DL 0,03
C2-Naftaleno <DL <DL 0,26
C3-Naftaleno <DL <DL 0,59
C4-Naftaleno <DL <DL 0,91
Acenaftileno 0,07 0,04 0,24
Acenafteno <DL <DL <DL
Fluoreno <DL <DL 0,06
C1-Fluoreno <DL <DL 0,35
C2-Fluoreno <DL <DL 1,03
C3-Fluoreno <DL <DL 3,24
Dibenzotiofeno 0,03 0,01 0,15
C1-Dibenzotiofeno 0,10 <DL 0,27
C2-Dibenzotiofeno 0,54 <DL 0,80
C3-Dibenzotiofeno 0,10 0,06 4,93
Fenantreno 0,03 <DL 0,25
C1-Fenantreno-Antraceno 0,24 0,08 1,18
C2-Fenantreno-Antraceno 0,66 0,24 3,84
C3-Fenanthrene-Antraceno 1,39 0,85 7,66
C4-Fenantreno-Antraceno 2,65 1,71 13,48
Antraceno 0,05 0,03 0,25
Fluoranteno 0,08 0,05 0,31

Total 6,01 3,07 39,85
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Alto peso molecular Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3
Pireno 2,12 1,07 11,19
C1-Pireno-Fluoranteno 6,72 3,18 29,53
C2-Pireno-Fluoranteno 20,20 8,38 86,83
Benz[a]antraceno 1,10 0,52 5,80
Criseno 0,38 0,34 2,71
C1-Criseno 2,40 1,49 13,81
C2-Criseno 9,92 5,33 49,50
Benzo[b]fluoranteno 0,83 0,47 5,32
Benzo[k]fluoranteno 0,29 0,18 1,08
Benzo[e]pireno 2,10 1,32 10,86
Benzo[a]pireno 2,16 0,91 9,73
Perileno 0,58 0,22 2,65
Indeno[1,2,3-c,d]pireno 0,32 0,14 1,43
Dibenz[a,h]antraceno 0,64 0,28 2,67
Benzo[ghi]perileno 1,36 0,84 6,23
Total 51,12 24,67 239,34
> EPA Prioritarios-HPA 9,45 4,88 47,28
¥ HPA 57,12 27,75 279,19

Limite de Detecgdo (DL): 0,005 pug L?

3.2 Testes de ecotoxicidade

Echinometra lucunter

Para os embrides de E. lucunter expostos as diferentes concentracdes encontradas na
Tabela 1, ap6s 36 horas, foram observadas diferencas estatisticas significativas na taxa de
desenvolvimento dos individuos em comparacéo ao controle (Figura 4).

Quanto a menor concentracdo com efeito observavel (CEO), para as amostras 1 e 3 foi
a concentracdo de 100%, enquanto para a amostra 2 a CEO foi de 50%. J& o resultado avaliando
a concentracdo inibitoria em 50% dos organismos (C150) para as amostras 1 estdo na Tabela
4; ndo foi possivel calcular a C150 para a amostra 2 e 3. Também foi calculada a concentracao
inibitdria para 10% dos organismos, e os valores 1,787% e 20,14% foram encontrados para as

amostras 1 e 3. Os parametros fisico-quimicos estdo apresentados nos anexos 5, 6 e 7.

Tabela 4. Dados estatisticos de concentra¢des inibitoria para 10% e 50% dos organismos (C.L10 e C.1.50) com
seus respectivos intervalos de confianca (1.C.) e concentracdo de efeito observavel e ndo observavel (CEO e
CENO) para o desenvolvimento embrionério de Echinometra lucunter nas diferentes dilui¢des de FSA realizadas

com as amostras 1, 2 e 3. (nd = ndo determinavel)

Amostra CL10 (I.C.%0) CL50 (1.C.) %) CENO CEO
Amostra 1 1,787 (0.5502 - 5.802) 15,94 (3,84 - 66,11) 10% 100%
Amostra 2 nd nd 10% 50%

Amostra 3 20,14 (7.246 - 56.01) nd 50% 100%
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Figura 4. Desenvolvimento embrionario do ourigo Echinometra lucunter nas diferentes diluicfes de FSA.

Asterisco (*) significa diferenca significativa com o controle (p <0.05).

Artemia salina

Os resultados dos testes da fracdo soltvel da amostra 1 preliminares e com o intuito de
analisar o padréo de toxicidade das amostras de 6leo coletadas nas praias do nordeste estdo logo
em sequéncia. As analises estatisticas dos dados apresentaram homocedasticidade e
normalidade. Os parametros fisico-quimicos (salinidade, oxigénio dissolvido e pH) foram
coletados e estavam dentro dos padrbes estabelecidos pela norma ABNT/NBR 16.530 de
09/2021.

A andlise de varidancia mostrou que ndo houve diferenca significativa entre as
mortalidades no controle e as concentracdes de FSA abaixo de 1% de diluicdo. Ap6s 24 horas
de exposicdo, houve mortalidade significativa na diluicdo de 10% e, ap06s 48 horas de
exposicdo, houve toxicidade nas concentracdes de 5 e 10% (Figura 5). Os valores da
concentracéo letal para 10% dos organismos se encontram na Tabela 5.
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Figura 5. Taxa de sobreviventes de Artemia salina nas diferentes dilui¢des de FSA realizadas com a amostra 1

em 24 e 48 horas. Asterisco (*) indica diferenca significativa com o controle dentro do mesmo tempo de

exposi¢do (p <0.05).

Tabela 5. Concentragdes letais em 10% dos organismos e concentragdes de efeito observavel e ndo observavel
nos diferentes periodos de exposicdo, obtidas no teste de toxicidade com nauplios de Artemia sp exposta a fragdo
solavel de 6leo encontrado na Bahia. (nd= néo determinavel)

Tempo de exposicao CL10(C.l) CENO CEO
24 hs nd 5% 10%
48 hs 2,155 (0.09833 - 47.22) 1% 5%
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4. Discussdo e Conclusoes:

A composicdo das fracdes sollveis foi predominantemente de hidrocarbonetos de alto
peso molecular, que em geral possuem baixa solubilidade e alta hidrofobicidade. Por isso, é
pressuposto que havera maior concentracdo de hidrocarbonetos de baixo peso molecular nas
fracBes solUveis. Contudo, o petroleo bruto e 6leos mais pesados, j& tem maior concentracao de
HPA de alto peso molecular, liberado-os nas fragcdes sollveis geradas por esses mesmos
compostos. Quando comparada com a quantidade total presente na fracdo soluvel, outros
trabalhos obtiveram uma quantidade maior de hidrocarbonetos totais de baixo peso molecular,
como naquelas em que a extracdo foi feita com dleos que passaram por um processo de
destilacdo diferente, como é o caso do diesel maritimo (Santana et al, 2021). Assim também foi
achado em trabalhos que buscaram avaliar diferentes tipos de petroleo e seus derivados bem
como sua composicdo como da gasolina (Saeed e Al-Mutairi, 1998) e 6leo cru Kuwait, ou
outros que puderam quantificar os hidrocarbonetos identificando as suas diferencas quanto a
composicao, tendo maior presenca de compostos de baixo peso molecular (Saeedu e Al-
Mutairi, 2000; Richika et al, 2022; Zanardi-Lamardo, et al; Magalh&es et al, 2022)

Um trabalho avaliou a presenca de hidrocarbonetos em amostras de agua de praias
nordestinas afetadas pelo 6leo derramado em 2019 (Campelo et al, 2021). Nesse estudo,
conduzido na regido de Tamandaré-PE, em outubro de 2019, foram verificadas goticulas de
6leo, com volume médio individual de 315,55 pm®, sendo que nas areas estuarinas houve a
maior quantidade, com valores médios que alcancaram 97.30 + 84.70 goticulas por metro
cubico. Esses valores sdo equiparaveis aos encontrados nas amostras avaliadas no presente
trabalho. Lima et al (2021), por sua vez, realizaram coleta de amostras de agua em uma area
recifal com presenca de placas de 6leo em uma praia de dificil acesso, onde possivelmente o
material ficou por um maior periodo até ser retirado. Cinco dos HPA mais presentes foram o
Naftaleno (4,9 mg/L) 2 Metilnaftaleno (9,7 mg/L), fenantreno (300 mg/L), fluoreno (6,8 mg/L)
e Pireno (10,9 mg/L). Estes estudos corroboram com os dados encontrados no presente estudo,
com valores muito maiores no que diz respeito a presenca de HPAs sollveis a partir do 6leo
gue atingiu o NE das trés amostras avaliadas, que apresentaram toxicidade para 0s organismos
demonstrando o seu potencial toxico para 0s organismos marinhos que habitam as regides
atingidas pelo acidente.

Contudo, sabe-se que com a dindmica marinha as fra¢cdes de 6leo podem se dissipar
mais ou menos rapido. Segundo Vitério et al (2022) as quantidades de hidrocarbonetos

dissolvidos ndo diminuiram um ano ap6s o ocorrido, a partir do estudo feito com amostras
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coletadas no Rio Formoso, também no municipio de Tamandaré-PE. Estas quantidades sdo
compativeis com as concentragOes testadas no presente estudo, estando na faixa em que se
observou toxicidade para nauplios de A. salina e embrides de E. lucunter. Como estes estudos
indicam a presenca do 6leo em longo prazo, ha evidéncias de que mesmo ap0s meses da
remoc¢do do material, os niveis de hidrocarbonetos na dgua podem ser suficientes para causar
toxicidade nos organismos avaliados.

A resolucdo CONAMA N° 357, de 17 de marc¢o de 2005 estabelece valores limites para
a qualidade de aguas salinas, para algumas substancias toxicas, como o benzo(a)pireno e outros
HPA, estabelecendo valores maximos de 0,018 pgL™ para aguas de classe 1 onde ocorra pesca
e aquicultura. Nas amostras de FSA houve niveis acima desses limites legais para a maioria dos
hidrocarbonetos quantificados, inclusive para o benzo(a)pireno, principalmente na amostra 3.
Alguns estudos também propde valores de linha de base para dguas costeiras tropicais e ndo
tropicais estabelecendo quantidades que estdo de 0,06 pgL™? (Zanardi-Lamardo e Schettini,
2022) para o primeiro e entre 10 ugL! e 500 ugL* no segundo (Hook et al, 2020). Assim, tanto
os dados do presente estudo quanto aqueles da literatura indicam que o 6leo foi capaz de causar
contaminacdo da dgua por hidrocarbonetos solubilizados, em concentracdes que ultrapassaram
os limites legais. Além disso, as amostras de FSA analisadas causaram efeito significativo aos
organismos-teste, desde a concentragao de 50%.

A diversidade de condic@es e o tipo de 6leo além da composicdo ira refletir na natureza
e no comportamento da fracdes aquosas, mesmo as amostras tendo demonstrado, através dos
marcadores de petrdleo, que possuem a mesma fonte de origem, as condicdes a que eles foram
expostas variam de um lugar para o outro. As amostras 1 e 2 se encontravam com mais
sedimento agregado e menos viscosidade, enquanto a amostra 3 tinha maior viscosidade e
menor presenca de sedimento, o que pode gerar uma variacdo na quantidade dos
hidrocarbonetos liberados nas fragdes aquosas. Neste estudo a amostra 3 apresentou tanto a
maior quantidade de HPA quanto de HA em comparagdo com as outras amostras avaliadas.

Outra implicacdo da presenca do Oleo, decorre do fato dele ficar preso no sedimento,
podendo ser ressuspendido e formar fragdes dissolvidas. Na Ultima vistoria realizada pelo
IBAMA, em margo de 2020, muitas praias ainda apresentavam manchas de dleo vestigiais. A
retirada destes materiais era em locais de dificil acesso, o que impedia sua retirada completa.
Sendo o 6leo um material resistente, do qual 1 litro pode se espalhar por 10000 m em questéo
de horas, e uma parte desse 6leo na forma dissolvida e suscetivel ao intemperismo pode

apresentar risco para 0s organismos expostos. (Huetteli et al, 2022)
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No caso do presente estudo, as amostras apresentaram toxicidade sobre o
desenvolvimento larval de E. lucunter, sendo que a amostra 1 apresentou maior toxicidade
enquanto a terceira amostra demonstrou menor potencial toxico para E. lucunter. As trés
amostras de fracdo soluvel também apresentaram valores relativamente diferentes no total de
hidrocarbonetos poliaromaticos (THP) e no total de Hidrocarbonetos alifaticos (TA) sendo a
terceira amostra a apresentar maiores quantidades em relacdo a todas. Artemia salina
apresentou sensibilidade ao 6leo (amostra 1) em menores concentracbes em comparacao aos
embrides de ouri¢co-do-mar, demonstrando maior sensibilidade pelos parametros de anélise de
variancia aqui realizados. Apesar disso, a toxicidade para Artemia salina ndo mostrou valores
absolutos expressivos de mortalidade, ou seja, mesmo apresentando diferenca significativa com
o0 controle, a sobrevivéncia nao foi menor que 50% dos individuos expostos.

Alguns trabalhos como o de Andrade et al (2022) avaliaram a sobrevivéncia de
copepoditos de Tisbe biminiensis em 9 pontos amostrais em praias pernambucanas. As amostras
incluiam aguas intersticiais e de aguas superficiais durante os periodos de mar/21 e out/21 sendo
a primeira apresentando pontos com maior reducdo da sobrevivéncia dos organismos em
relacdo a segunda. Estes resultados demonstram a sensibilidade dos organismos ao 6leo
presente nas 4guas em que ocorreu o0 derramamento e corroboram com os dados encontrados
no presente estudo que apresentaram toxicidade para o crustaceo Artemia salina.

Entre os efeitos que os componentes do 6leo podem causar aos invertebrados marinhos,
como 0s crustaceos, e que geram a sua mortalidade, podemos citar a ingestdo e/ou adsorcéo dos
hidrocarbonetos e acumulacdo em seus tecidos. Por sua vez, a bioacumulacdo de
hidrocarbonetos em crustaceos, como os copépodos, também pode gerar a contaminagdo de
larvas de peixes que se alimentam destes organismos. Zhang et al (2022) avaliaram as
concentracdes de HPAs em organismos de uma regido estuarina de aquicultura, obtendo
concentragBes entre 68,43 a 536,20 ng g* em pepinos do mar. Em crustaceos, as concentracdes
totais de HPAs variaram de 358,95 a 396,46 ng/g. Entre as substancias mais encontradas
estavam o fenantreno e o naftaleno, a primeira tendo uma das maiores proporc¢des encontradas
nas trés amostras avaliadas no presente trabalho. Essas substancias podem se acumular em
organismos ao longo da cadeia trofica, assim como causar efeitos toxicos na biota, como
observado em Artemia salina e embrides de Echinometra lucunter.

As multiplas substancias que compdem o petréleo e seus derivados torna complexa a
compreensdo sobre 0s mecanismos de acdo que geram a toxicidade do petrdleo. Alguns estudos,
como o0s descritos na Tabela 6, buscaram avaliar algumas substancias presentes no petroleo, de

modo isolado, para entender como se ddo tais efeitos. Um dos compostos com maior presenca
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nas amostras avaliadas neste estudo foi 0 Fenantreno, este pode afetar o crescimento, as taxas
de gordura corporal e causar atraso na muda em larvas de invertebrados com concentragao letal
de 1,21 mg L e alta taxa de absorcdo, as vezes 100% para os Chironomus sancticaroli
(Richardi et al, 2018) avaliados no experimento. Concentracdes mais altas foram encontradas

na amostra 3 para Fenantreno-Antraceno na solugéo inicial.

Tabela 6. Estudos sobre toxicidade de fracdes solUveis de petréleo ou seus derivados, utilizando organismos

marinhos.
Tempo de
Organismo Autor, ano CLS0/CENO- Tipo de 6leo exposicio Endpoint
CEO
(h)

Artgmla Philibert etal, 3.2 umol/L Fenantreno Mortalidade

franciscana 2022
Gadus morhua Aranguren- 4,02 e4,15
(peixe) Abadia et al., png/LY PAH Petrdleo bruto Mortalidade
P 2022 (CL10)

Artemia salina erzwoeztza g 0,974 mg/L Fenantreno Mortallidade
Tigriopus Qinetal., S s
japonicus 2022 2,126 mg/L Fenantreno Fertilizac8o

Litonapaeus Qinetal, 0,265 mg/L Fenantreno Mortalidade
Vannamei 2022 ’ g
Hafez et al IFO100 - bleo
Acartia Tonsa 2022 " 74%,52%,40%  pesado comodleo  48,72,96 h Mortalidade
0asoso
. Hafez et al., 100%, 74%, . . .
Acartia tonsa 2022 5204 Oleo nafténico 48,72,96 h Mortalidade
. Hafez et al., 0% 100/ Q0. MGO -6leo .
Acartia tonsa 2022 34%,10%,8% combustivel 48,72,96 h Mortalidade
. Oleo .
Artema salina Este estudo 5% . . 48 h Mortalidade
intemperizado
i 0 0, -
Echinometra Este estudo 100%,10%,10 Oleo 36h Desenvolvimento

lucunter

0%

intemperizado

Os niveis de contaminacdo e toxicidade ap6s um acidente podem reduzir ou ndo, sendo
especificos em cada caso. Acidentes amplamente estudados, como é o caso da DeepWater
Horizon, mostram uma recuperacdo da abundancia da macrofauna benténica (Carassou et al,
2015) ao longo do tempo. O mesmo pdde ser observado no caso do Hebel Spirit, onde a

concentracdo de HPA diminuiu drasticamente ap6s um més do acidente na Coréia do Sul (Yin
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et al, 2017). Contudo, foram observados no Golfo do México aumento dos encalhes de
tartarugas, diminuicdo da abundancia de larvas de peixes pelagicos, e aumento no surgimento
de lesBes cutaneas em peixes demersais (Hook et al, 2020). No caso do acidente com o Exxon
Valdez, esperava-se uma melhor recuperacdo da abundancia de organismos (Peterson et al,
2003). Devido a longa exposi¢do dos organismos ao 6leo sequestrado do sedimento os efeitos
toxicos foram mais persistentes. J& para o caso do navio Prestige 0s compostos de alto peso
molecular persistiram por mais de dois anos afetando a saude de mexilhdes que foram
expostos.(Hook et al, 2020) Os fendmenos envolvendo a toxicidade das fracdes solUveis de
6leo em &gua do mar aos organismos marinhos expostos envolvem uma complexa dindmica a
qual estudos como este auxiliam a entender como 0s organismos marinhos se comportam
guando expostos a diferentes tipos de dleo, ajudando a compreender melhor os efeitos causados
pelos derramamentos.

Com isso, podemos afirmar que as amostras de petroleo coletadas nas praias nordestinas
apresentavam quantidades mensuraveis de HPA, predominantemente de alto peso molecular,
principalmente C2-Pireno-Fluoranteno, C2-Criseno e C1-Pireno-Fluoranteno. Sendo assim,
registrou-se a presenca de compostos reconhecidamente toxicos associados ao 6leo que chegou
a costa. As fracBes sollveis em &gua, obtidas a partir de fragmentos do dleo, apresentaram
toxicidade para os organismos expostos. Para a amostra a qual foi exposta, Artemia salina
apresentou toxicidade em menores concentragfes em comparagdo com Echinometra lucunter,
cuja sensibilidade foi menor quando exposto a amostra 1, tendo diferencas entre as amostras a
qual ndo foi possivel comparar através da IC50, tendo efeitos majoritariamente observados em
altas concentracdes (50% e 100%), o que condiz com outros exemplos reportados na literatura,
onde apds derramamentos de Oleo foram observados efeitos deletérios diversos em
invertebrados marinhos. Estas diferencas entre as amostras poderiam ser justificadas tanto pela
presenca de materiais ndo avaliados no presente estudo quanto por diferencas no estado de
intemperismo, nesse sentido, mais estudos precisam ser realizados para averiguar estas
questdes. Portanto, conclui-se que o 0leo que atingiu as praias brasileiras no ano de 2019
apresentava condicOes para contaminar a coluna d’agua, pela solubilizag@o de hidrocarbonetos,
e afeta negativamente as populacdes de invertebrados marinhos apos a exposicao as fracoes

solliveis deste 0leo.
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ANEXOS

Anexo 1. Lei federal n°® 5.357/1967

Presidéncia da Republica
Casa Civil
Subchefia para Assuntos Juridicos

LEI N° 5.357, DE 17 DE NOVEMBRO DE 1967.

. Estabelece penalidades para embarcacdes e terminais maritimos ou fluviais que lancarem detrites ou dlec em
o ¢ ¢
Revogada pela Lein®9.966. de 2000 aguas brasileiras, e da outras providéncias.

O PRESIDENTE DA REPUBLICA faco saber que 6 CONGRESSO NACIONAL decrata & eu sanciono a seguinte Lei

Art. 1% As embarcacdes ou terminais maritimos ou fluviais de qualguer natureza, estrangeiros ou nacionais. que lancarem detritos ou éleo nas dguas que se encontrem dentro. de uma faixa de 6 (seis) milhas maritimas do
litoral brasileiro, ou nos rios. lagoas e outros tratos de gua ficaria sujeitos as seguintes penalidades

a) as embarcacdes, a multa de 2% (dois por cento) do maior salario-minimo vigente no territério nacional. por tenelada de arqueacéo ou fracéo;
b) os terminais maritimos ou fluviais, @ multa de 200 (duzentos) vézes o maior saldrio-minime vigente no territério nacional.
Pardgrafo inico. Em caso de reincidéncia a multa serd aplicada em débro.

Art. 2° AfiscalizacBo desta Lei fica a cargo da Diretoria de Portes e Costas do Ministério da Marinha, em estreita cooperac8o com os diversos drgéos federais ou estaduais interessados.

Art. 3° A aplicacdo da penalidade prevista no art. 1° e a contabilidade da receita dela decorrente far-se-do de acérdo com o ido no R para as Capitanias de Portos.

Art. 4° A receita proveniente da aplicacio desta lei sera vinculada ao Fundo Naval, para cumprimento dos programas e manutencéo dos servicos necessarios a fiscalizacio da observancia desta Lei
Art. 5° Esta Lei entra em vigor na data de sua publicacéo.

Art. 6° Revogam-se as dispesicoes em contrario.

Brasilia, 17 de novembro de 1967; 146° da independéncia e 79° da Republica.

A COSTAE SILVA
Jose Moreira Maia

Este texto néo substitui o publicado no DOU de 20.11.1967

Anexo 2. Lei federal n° 9.966/2000

Capitulo IIl
do transporte de dleo e substéncias nocivas ou perigosas

Art. 10. As plataformas e os navios com arqueac&o bruta superior a cingiienta que lransponem dleo, ou o utilizem para sua mcvimenlagén ou operacao, portardo a bordo, nhrigalnriamente um livro de registro de dleo,
aprovado nos termos da Marpel 73/78, que podera ser requisitado pela autoridade mamlma pelo 6rg@o ambiental cﬂmpelente & pelo érgao regulador da indistria do petréleo, e no qual serdo feitas anotacdes relativas a todas

as movimentacfes de dleo, lastro & misturas oleosas, inclusive as entregas efe das as il I de bi de residuos.

rt 11 Todo navio que transportar substéncia nociva ou perigosa a granel deveré ter a bordo um livra de registro de carga. nos termos da Marpol 73/78, que podera ser requisitado pela autoridade maritima, pelo érgao
ambiental competente & pelo érgdo requlador da industria do petréleo. & no qual serdo feitas anotacdes relativas as seguintes operacBes:

| — carregamento.

Il - descarregamento

Il - transferéncias de carga, residuos ou misturas para tanques de residuos;
IV —limpeza dos tanques de carga;

V - transferéncias provenientes de tangues de residuos.

VI - lastreamento de tanques de carga

VIl - transferéncias de dguas de lastro sujo para o meio aquatico;

VIl - descargas nas aguas, em geral

Art_12. Todo navio que transportar substancia nociva ou perigosa de forma fracionada, conforme estabelecido no Anexo Iil da Marpol 73/78, devera possuir e manter a bordo documento que a especifique e fomeca sua
localizagio no navio, devendo o agente ou responsével conservar copla do documento até que a substancia seja desembarcada

12As das dncias nocivas ou perig devem conter a respectiva identificaco e adverténcia quanto aos riscos, utilizando a simbologia prevista na legislacdo e normas nacienais e internacionais em

vigor.

§ 22 As emhalagens contendo substincias nacivas ou perigosas devem ser devidamente estivadas e amarradas, além de posicionadas de acordo com critérios de compatibilidade com outras cargas existentes a bordo,
didos os do navio e de seus tripulantes, de forma a evitar acidentes

Anexo 3. Decreto n°60/95
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Aprova o texto da Convengao Internacional para a Prevencao da Poluicao
por Navios de 1973, de seu Protocolo de 1978, de suas Emendas de 1984

e de seus Anexos Opcionais I, IV e V.

O Congresso Nacional decreta:

Art. 1°. Sao aprovados os textos da Convencdo Internacional para a Prevencao da Poluicdo por Navios de 1973, de seu Protocolo de 1978, de suas

Emendas de 1984 e de seus Anexos Opcionais lIl, IV e V.

Pardgrafo unico. S3o sujeitos a apreciacdo do Congresso Nacional quaisquer atos que impliquem revisdo dos referidos compromissos
internacionais, bem como quaisquer ajustes complementares que, nos termos do art. 49, |, da Constituicdo Federal, acarretem encargos ou
COMPromissos gravosos ao patrimonio nacional.

Art. 2°, Este Decreto Legislativo entra em vigor na data de sua publicacdo.

Senado Federal, em 19 de abril de 1995

Senador JOSE SARNEY
Presidente do Senado Federal

Anexo 4. Decreto n° 2.508/98

DECRETO N° 2.508, DE 4 DE MARCO DE 1998

Promulga o Convencdo Internacional para a Prevencdo da Poluicdo
Causada por Navios, concluida em Londres, em 2 de novembro de 1973,
seu Protocolo, concluido em Londres, em 17 de fevereiro de 1978, suas
Emendas de 1984 e seus Anexos Opcionais IIl, IV e V.

O PRESIDENTE DA REPUBLICA , no uso das atribuices que Ihe confere o art. 84, inciso VIll, da Constituicdo Federal,

Considerando que a Convencéo Internacional para a Prevencdo da Poluicdo Causada por Navios foi concluida em Londres, em 2 de novembro de
15§73, e seu Protocolo foi concluido em Londres, em 17 de fevereiro de 1978;

Considerando que o Congresso Nacional aprovou os atos multilaterais em epigrafe, suas Emendas de 1984 e seus Anexos Qpcionais I, IV e V, por
meio do Decreto Legislativo n® 60, de 19 de abril de 1995;

Considerando que o Governo brasileiro depositou o instrumento de ratificacdo da Convencdo, de seu Protocolo, de suas Emendas e de seus
Anexos Opcionais em 4 de janeiro de 1996, passando os mesmos a vigorar para o Brasil em 4 de abril de 1996;

DECRETA:
Art. 1°, A Convencdo Internacicnal para a Prevencdo da Poluicdo Causada por Navios, concluida em Londres, em 2 de novembro de 1973, o seu
Protocolo, concluido em Londres, em 17 de fevereiro de 1978, suas Emendas de 1384 e seus Anexos Opcionais |1, IV e V serdo executados e

cumpridos tdo inteiramente como neles se contém.

Art. 2°. Este Decreto entra em vigor na data de sua publicacdo.
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Anexo 5. Parametros fisico quimicos do teste de desenvolvimento embrio larval de
Echinometralucunter com a amostra 1.
Diluicéo Salinidade pH OD (mg/L)
(%)
Inicial Final Inicial Final Inicial Final
100 35 36 8,07 8,10 5,08 4,40
50 35 37 8,09 8,09 4,79 4,99
10 35 38 7,82 7,99 5,22 5,52
1 35 36 8,02 8,14 4,49 4,92
0,10 35 35 7,78 8,01 521 531
0,01 35 35 7,75 8,00 6,11 4,93
Controle 35 35 8,09 8,31 5,10 4,90
Anexo 6. Parametros fisico quimicos do teste de desenvolvimento embrio larval de
Echinometralucunter com a amostra 2.
Diluicéo Salinidade pH OD (mg/L)
(%)
Inicial Final Inicial Final Inicial Final
100 35 40 7,84 8,00 5,48 5,80
50 35 37 7,85 7,94 5,42 5,45
10 35 35 7,89 7,92 5,69 5,49
1 35 34 7,92 7,87 4,97 5,46
0,10 35 35 7,93 7,44 5,38 6,42
Controle 30 33 7,86 7,86 511 5,59

Anexo 7. Pardmetros fisico quimicos do teste de desenvolvimento embrio larval de
Echinometralucunter com a amostra 3.
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Diluicéo Salinidade pH OD (mg/L)
(%)

Inicial Final Inicial Final Inicial Final

100 35 37 8,34 7,90 5,67 4,81

50 35 37 8,06 8,12 5,62 5,12

10 35 37 8,15 8,24 5,80 4,64

1 35 37 7,86 8,26 5,90 5,01

0,01 35 37 8,15 8,30 5,98 5,26

Controle 35 37 8,11 8,17 6,54 6,81

Anexo 8. Parametros fisico quimicos do teste de agudo com Artemia salina com a amostra 1

diluida em 10 vezes (14-16/06/2021)

Diluigéo Salinidade pH OD (mg/L)
(%)

Inicial Final Inicial Final Inicial Final

100 20 20 7,62 7,11 7,82 7,10

50 25 30 7,76 7,15 7,43 7,15

10 35 35 7,68 7,68 7,13 7,23

1 35 36 7,54 7,54 6,87 7,64

0,10 35 35 7,45 7,45 8,04 7,56

Controle 35 37 7,18 7,18 7,18 6,85
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