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1 Introducéo

A populagio mundial, hoje em torno de 5 bilhdes de ha-
bitantes, atingira cerca de 9 bilhges por volta de 2025. Nessa
projecio, 35% deste aumento & previsto para a América La-
tina, sendo que o Brasil ser4 um dos paises mais responsa-
veis pelo problema demografico. Uma vez que mais de 70%
da populagdo brasileira vive em dreas costeiras ou em suas
proximidades. Estas estimativas ilustram a possivel escala
de impactos ambientais nestas areas. A ampliacdo do consu-
mo de combustiveis fosseis, resultante da crescente pressdo
demogréfica, representard um risco de contaminaciio ainda
nao devidamente avaliado. A poluicio marinha freqliente-
mente ocorre na forma de derramamento de 6leo, entretan-
to, o maior perigo para os habitats costeiros ¢ a toxicidade
crénica associada aos produtos petroquimicos, a exemplo
das fragdes soltveis de gasolina (KENNISH, 1992). As ga-
solinas se constituem em misturas complexas de compostos
orgénicos representados principalmente, por hidrocarbone-
tos. Os seus niveis téxicos estdo relacionados ao baixo peso
molecular de arométicos, como benzeno, xileno e tolueno
(DURAKO et al,, 1993). A absorgdo da FSA das gasolinas
por organismos aquéticos seguida pela incorporacio de
quantidades subletais de hidrocarbonetos, causa efeitos to-
xicos primarios ao fitoplancton e 4 maioria dos embrides de
invertebrados (WELLS, 1999).

No passado recente, a gestio ambiental da indéistria brasi-
leira abordava os impactos com base no tratamento de efluen-
tes, antes de sua liberacio no meio ambiente. As industrias
petroquimicas, tradicionalmente geradoras de produtos e
efluentes toxicos, vém substituindo este tipo de abordagem
de controle “fim-de-tubo”, por um novo paradigma, a fim de
alcangar ganhos de ecoeficiéncia, quer pela retencdo da con-
taminac@io na sua fonte de produgdo, quer pela redugio da
geracdo de residuos, através da reciclagem (KIPERSTOK,
2004). Os produtos reciclados devem ser menos nocivos aos
ecossistemas que os residuos originais. Entdo, como avaliar
apropriadamente a toxicidade dos produtos?

At€ a década de 90, a maioria dos programas de gestdo e
manejo de dreas costeiras se baseava em resultados de técni-
cas analiticas, que indicam as concentragdes de substincias,
mas nao a sua toxicidade potencial ou biodisponibilidade.
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Essas caracteristicas, imprescindiveis a avaliacio de riscos e
tomada de decisdes preventivas, sio determinadas apenas por
técnicas bioldgicas, que tomam por base as respostas integra-
tivas de organismos expostos. O médulo Health of the Oce-
ans do Global Oceans Observing System (UNEP), identificou
como prioridade para as nacdes em desenvolvimento, o uso
de técnicas biolégicas rapidas e de baixo custo, para a avalia-
¢d0 da poluigdo em 4reas de risco, que uma vez identificadas,
exigiriam o emprego de técnicas mais elaboradas para iden-
tificagdo e contengdo dos estressores, Entre estas técnicas, os
testes ecotoxicolégicos sdo indicados como possiveis meca-
nismos de avaliago, diagndstico, controle e prevencio.

O Conselho Nacional de Meio Ambiente, 6rgfo do Sis-
tema Nacional de Meio Ambiente, através da Resolugdo n°®
357/05, definiu o uso de respostas bioldgicas como indica-
dores da qualidade de corpos aquaticos, e determinou que as
possiveis interagdes de substincias quimicas sejam avaliadas
por seus efeitos em organismos, através de testes ecotoxico-
logicos. Entretanto, a escassez de testes padronizados com
espécies brasileiras é um impasse substancial a aplicacdo da
Resolugdo CONAMA n° 357. A inovagdo dessa pesquisa &
a utilizagdio de espécies representativas de ambientes cos-
teiros do Brasil, para desenvolver e aplicar técnicas ecoto-
Xicoldgicas, com o objetivo de selecionar, em uma série de
combustiveis produzidos pela industria petroquimica, aque-
les mais eco-compativeis. Esses combustiveis, por sua vez,
foram gasolinas produzidas através da reciclagem de residuos
petroguimicos e resultam portanto, da adogio de tecnologias
mais limpas no processo produtivo. Para alcancar o propésito
de aumentar a protegio desses ambientes suscetiveis & con-
taminagdo por derivados de petréleo, foram investigados os
cfeitos toxicos de diferentes formulacdes de gasolina (todas
atendendo aos padrdes da Agéncia Nacional de Petrdleo, mas
apresentando diferentes propriedades téxicas) para Tetrasel-
mis chuii (microalga) (FIG. 1) e embrides de Crassostrea rhi-
zophorae (ostra) (FIG. 2).

2 Material e Métodos

Amicroalga T. chuii foi obtida do banco de algas do Insti-
tuto de Biologia da UFBA, onde as culturas sio mantidas sob
condi¢des controladas e apropriadas (LEITE, 1986), em meio
de cultura Conway (GRIFFITH et ai,, 1973). Uma cuitura de
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T chuii em fase exponencial de crescimento foi quantificada
e os calculos foram feitos a fim de que se obter uma inocula-
¢80 de 1.000 células por ml em cada recipiente-teste. Para o
teste, as células foram cultivadas sob condicdes constantes de
iluminago (4000-4800 lux) em meio de cultura (dgua do mar
filtrada, autoclavada, com salinidade de 28, coletada em uma
area isenta de poluigdo e enriquecida com o meio Conway).

Ostras adultas de C, rhizophorae coletadas em areas isen-
tas de contaminagio foram limpas e mantidas por 24 horas
em aquério contendo dgua do mar filtrada, coletada na mes-
ma area. Imediatamente antes de cada ensaio, os gametas
foram coletados de ostras maduras -5 '
e entdo, foi conduzida a fertilizagio
dos gametas in vitro de acordo com
SANTOS e NASCIMENTO (1985)
e NASCIMENTO (2002). Uma hora
apos a fecundagdo, quando as primei-
ras divisdes embrionarias comegaram
a ocorrer, os embrides foram contados
a fim de que se obtivesse uma densi-
dade inicial de 1000 embrides vidveis
por 100mi1 nos recipientes-teste.

As amostras de quatorze novas
formulagdes de gasolina foram tra-
tadas de acordo com os padrdes da
U.S.EPA (1985) para a obtencio das
fragdes soltiveis em 4dgua (FSA), que
tiveram sua toxicidade determina-
da pelas respostas da exposicio de
culturas de microalgas e embrides
de ostra. Andlises quimicas da FSA
das formula¢des foram realizadas em
triplicata por Cromatografia Liquida
de Alta Performance. A FSA obtida
de cada formulacéo foi dosada obe-
decendo a uma série logaritmica de
seis concentragdes (0, 4,6, 10, 22, 46
e 100%), em triplicata.

Nos testes com microalgas, os re-
cipientes foram incubados por 96 ho-
ras a uma temperatura de 24+2°C em
agitador magnético, sob condicdes de
iluminaggo. Cada ensaio foi repetido
trés vezes. A disposigio dos recipien-
tes-teste foi aleatodria, assim como a
ordem da contagem de células. Os
efeitos foram calculados com base
na curva de dose-resposta tragada
de dados obtidos por contagem ele-
tronica (Coulter Counter, modelo Z1
99130044-B) das amostras coletadas
dos recipientes-teste. Os resultados
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permitiram estimar os valores de CI,, (concentragdo que cau-
sa 50% de inibicéo do crescimento das culturas).

Os testes de desenvolvimento embriondrio de ostras fo-
ram realizados de acordo com o protocolo desenvolvido para
C.rhizophorae (NASCIMENTO, 2002) de acordo com o méto-
do padronizado pela ASTM (1989), recomendado para C, vir-
ginica. Os testes tiveram duracio de 24 horas, quando amostras
foram retiradas, conservadas e examinadas no microscdpio.
As respostas para os diferentes tratamentos foram registradas
como a percentagem de embrides que falharam em se desen-

volver ou se desenvolveram de maneira anormal. Embrides,
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larvas sem concha, larvas desenvolvidas parcialmente ou lar-
vas com conchas malformadas foram consideradas anormais.
Larvas com concha em forma de “D” perfeito foram conside-
radas normais (NASCIMENTO et ai., 1989). Oxigénio dissol-
vido, salinidade, temperatura, ¢ pH foram mantidos a 4,0ppm,
28ppt, 27+2°C ¢ 7,0 2 8,5, respectivamente, de acordo com a
metodologia desenvolvida por NASCIMENTO er al, (1989) e
revisada por NASCIMENTO (2002).

As respostas das microalgas e dos embrides de ostra aos
compostos toxicos foram expressas como um percentual de
risco liquido (rer risk) da anormalidade, calculado com a for-
mula de Abbott (FINNEY, 1971) e analisado pelo método es-
tatistico computadorizado Trimmed Spearman Karber (HA-
MILTON et al., 1977). Essa anélise foi realizada para fornecer
os valores de CL,e CE,,, (respectivamente, concentracdo das
formulagdes que causa 50% de inibigdo do crescimento das
culturas de microalgas e 50% anormalidades em embrides de
ostra). As médias dos resultados de CIS0 e CESO, 0s desvios-
padrdo e os coeficientes de variagdo foram calculados pelo
programa GRAPHPAD INSTAT, versio 3.0. Os valores de
EC,, foram estimados com base nos registros obtidos do con-
tador de Coulter. O coeficiente de variagdo (CV=s/X.100) foi
calculado para determinar a precisio e repetibilidade dos tes-
tes. A determinacdo de possiveis diferencas significativas de
toxicidade entre varias formulacdes de gasolina foi feita por
Andlise de Varidncia - ANOVA entre os resultados de CL, (e
de CE,)), seguida pelo Teste de Tukey (teste paramétrico de
comparagdo multipla), depois de submetidos a0 teste de nor-
malidade (SHAPIRO WILKS e X°) e homogeneidade (HART-
LEY e BARTLETT).

3 Resultados e Discussio

Os hidrocarbonetos arométicos das gasolinas estudadas
apresentam volatilidade varidvel e parte destes se incorporam
FSA. Existem poucos registros disponiveis acerca dos efeitos
cronicos da FSA de gasolinas (PAIXAO et al., 2005 ;: RAMOS
el ai,, 2005), mas existem muitas evidéncias dos efeitos no-
civos de hidrocarbonetos poliarométicos (HPAs) em organis-
mos Costeiros, Sujeitos & exposicio aguda e cronica por pro-
dutos oriundos de atividades petroquimicas (NASCIMENTO
et ai., 2000; CRAPEZ, 2001; HOLDWAY, 2002; GEFFARD
et al ., 2003; CRESPO e YUSTY, 2004). Os efeitos bioldgi-
cos primdrios desses quimicos resultam da absorgdo da FSA,
seguida pela incorporagdo de quantidades subletais de hidro-
carbonetos, que reduzem a tolerancia dos 0rganismos a outros
fatores de estresse (RALPH e BURCHETT, 1998).

Em TAB. 1 sfio mostrados os resultados das analises qui-
micas de HPLC, realizadas na concentragdo de 100% da FSA
das formulagdes de gasolina. As respostas das culturas de T
chuii expostas a diferentes formulagdes de gasolina (GAS
1 a 14) estfio exibidos na FIG. 3. O grupo menos tdxico de
gasolinas foi composto pelas formulagdes 1, 2, 4, 6, 7 ¢ 8

(CL,, 46, variando de 84,99 a 96,52%). O grupo intermediario
foi formado pelas formulagdes 3, 5,6e9 (Cly, 4, variando
de 84,99 a 66,86%), enquanto o grupo mais téxico incluiu
as formulacGes 10 a 14 (valores de CL, . iguais a 28,59,
27,84 € 19,92%, respectivamente). Na FIG. 4 estdo exibidos
os resultados dos testes de desenvolvimento embrionario de
C. rhizophorae, expressos em valores de CE,,. As menos
toxicas entre as 14 formulagdes testadas foram GAS 1 a 3
(valores de CE,, de 26,08, 32,26 € 41,37%, respectivamente)
e as mais toxicas foram GAS 12 a 14 (CE,, de 15,91, 10,85
e 8,25%, respectivamente). Valores intermediarios de (B
CE,, foram encontrados para as outras formulagdes de gaso-
lina. Os coeficientes de variagio (CV) entre os testes (n=3),
calculados para cada gasolina, foram aceitaveis (variando de
0,89%, para GAS 6 a 29.62% para GAS 3). Valores de CV
foram altos somente para GAS 1 e 2 (52,42 e 61,27%, res-
pectivamente). A ANOVA e comparacio multipla das médias
(Tukey-Kramer) baseadas nos valores de CE,,, mostraram di-
ferengas entre os pares de tratamentos (FIG. 3 e 4).

4 Conclusodes

A prevengio de riscos é um dos objetivos da industria do
petréleo. Entretanto, para alcancar exceléncia no desempe-
nho ambiental, € necessirio o desenvolvimento e emprego de
técnicas que possam permitir decisGes preventivas em prol da
sustentabilidade. Desta maneira, os ensaios com microalgas
indicaram que as formulacdes de gasolina GAS 1 a 4 foram
menos toxicas, possivelmente devido ao fato destas gasolinas
terem apresentado os mais altos teores de monoaromaticos,
enquanto GAS 10 a 14 apresentaram maior potencial para
causar impacto ambiental, provavelmente devido aos elevados
niveis de aromaticos de alto peso molecular (c’arométicos).
Similarmente, nos testes com embrides de ostra, os valores de
CE,, apontaram as gasolinas GAS 1 a 3 como as menos t6-
xicas, sendo que GAS 4 também se apresentou entre as mais
eco-compativeis. Em contrapartida, as formulacdes GAS 12 a
14 foram as mais téxicas, assim como nos testes com micro-
algas. Nesta pesquisa, as respostas dos ensaios ecotoxicold-
gicos com produtores e consumidores primarios das cadeias
tréficas ocednicas indicaram as formulagdes GAS 1 a 4 como
as menos t6xicas, e que por isso devem ser preferivelmente
produzidas e comercializadas, em detrimento das demas.

O estudo ora empreendido é inovador, nio apenas pela
metodologia utilizada, que contribuiu para o desenvolvimen-
to de tecnologja de analise de risco ambiental por petroqui-
micos, mas pela escassez de dados relativos aos efeitos de
derivados do petrdleo, especialmente a toxicidade da fragio
soltvel de gasolinas. As técnicas utilizadas comprovaram ser
apropriadas para selecionar produtos ambientalmente res-
ponsaveis, de modo que poderdo ser doravante empregadas
para subsidiar a geragdo combustiveis mais eco-compativeis.
Este estudo, finalizado no ano da publicagdo da Resolugio




CONAMA n° 357, comprova as vantagens para indistria,
dos investimentos em pesquisa que antecipem o atendimento
de novos regulamentos sobre suas atividades, através da ga-
rantia de uma melhor posi¢do para a reducdo de custos com
a conformidade legal. A pesquisa permitiu inferir sobre os
provaveis impactos da contaminagio do ambiente marinho,
receptor final de grande quantidade e variedade de poluen-
tes, pelas formulagdes de gasolina, subsidiando acdes para
reducdo e/ou prevencdo de impacto. Desta maneira, a ava-
liagdo dos impactos “potenciais” de gasolinas, realizada neste
estudo, esta perfeitamente consoante com o atual paradigma
de Produg#o mais Limpa, que representa um processo de mel-
horia continua, visando tornar a atividade produtiva menos
danosa ao meio ambiente (COELHO, 2002).
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Hidracarbonetos | GAS | GAS | GAS | GAS GAS GASgE| GAS | GAS | GAS [ GAS | GAS | GAS GAS | GAS
(ppm) Fal 2 3 4 5 7 8 9 10 11 12 13 14
e 13,15 | 31,31 (2527 + | 14,65 740+ 501+ |286+]390+ 2085+ 115,86+ [ 16,03+ | 15,00 + [ 10,09 + 3,57+
+23 1 #21] 07 | +05] 09 05 | 04 | 02 1,2 16 0,6 0.8 48 0,5
ol 30,80 | 74,49 | 100,47 | 58,18 | 33,50 24,96 | 24,21 | 1959 [10,76 + 15,02+ 123,44 + [ 3517 + [ 32,04 « 17,20 +
272 | +53 | +96 | +41 ) +69 | +27 433 | +08 (| 12 16 1.0 12 15,5 2.4
520+ 2580 [ 819+ [ 535+« 573=] 649 [1,90+ 058 | 289+ [ 404+ 17149+ [1130= 1021+ 4,71+
11 1 +23] 09 07 | 09 | +05] 02 : 0,3 05 0,5 2.1 52 0,7
prmxieno | %69+ | 23,68 [ 987+ 552+ 802+ 7,53 1,99+ 050+ 599+ | 482+ | 8,00+ [ 12,76+ 10,00+ | 473+
12 +23 | 15 07 | 08 [ +24 | 027 | 01 3,0 0,6 0,6 15 5.1 0,7
503+ 112,40 [ 511+ [ 270« 323+ 399 133+ 038 | 402+ [ 263+ | 436+ | 6,74+ 496+ | 2,88 +
13 | #12( 08 05 | 11 |1 +02| 01 ; 0,2 0,3 02 0,5 25 0,4
1022 [ 24,47 | 838+« [ 7,711+ | 10,22 8,63 [ 1,86+ 031 | 3599+ 110,92+ [ 1543 + [ 17,67 + 16,91+ | 7,87+
+34 | +33| 29 26 | 35| +15] 09 ’ 1,2 1 2.1 09 8.4 1,1
Naftaleno 0,43 | <0,03 | <0,03 | <0,03 | <003 0,07 | <0,03 | <0,03 | <0,03 | <0,001 <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001
Antraceno <0,03 | <0,03 | <0,03 | <0,03 | <0,03 0,06 | <0,03 | <0,03 | <0,001 | <0,001 <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001
Fenantreno | <0,03 | <0,03 <0,03 | <0,03 | <0,03 | <0,03 [ <0,03 0,18 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 <0,001 | <0,001

Etil-benzeng

o'xileno

¢’ aromaticos

TAB. 1 - Valores médios e desvios-padrio de hidrocarbonetos aromaticos na concentragao de 100% da FSA
das formulacées de Gasolina

Fig. 2 - Embrides de Crassostrea rhizophorae
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FIG. 3- Valores médios de G, € respectivos desvios-padréo resultantes da agéo de diferentes formulagdes de gasofina sebre o crescimento da
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FORMULACOES DE GASOLINA

COMPARAGOES DE MEDIAS MULTIPLAS: Valores unidos pela mesma finha néo diferem significativamente (p>0,05) p

FORMULACOES: GAS3 GAS2 GAS1 GAS11 GASY GAS4 GASS GAS 10 GASS GAS7 GAS6 GAS12 GAS13 GAS14

CEwammiel 4137 3236 608 2580 2467 2388 2384 2136 2036 1§74  17.90 15,91 10,85 8,25
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8 respectivos desvios-padrdo resultantes da exposicéo de embrides da ostra Crassostrea rhizophorae as formu-

FIG. 4 - Valores médios de GE
lagdes de gasoling
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