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EPiIGRAFE

“Os rios sabem disto: ndo é preciso ter pressa. Haveremos de chegar la um

dia.” (Alan Milne)

“Descobrir consiste em olhar para o que todo mundo esta vendo e pensar uma

coisa diferente.” (Roger Von Oech)

“Para nos os grandes homens ndo sdo aqueles que resolveram os problemas,

mas aqueles que os descobriram.” (Albert Schweitzer)

“Existem muitas hipoteses em ciéncia que estdo erradas. Isso é perfeitamente

aceitavel, eles sdo a abertura para achar as que estdo certas.” (Carl Sagan)

“Tudo é energiae isso é tudo o que ha. Sintonize a frequéncia que vocé deseja e,
inevitavelmente, essa é a realidade que vocé tera. Ndao tem como ser diferente. Isso ndo

é filosofia. E Fisica.”(Autor desconhecido)
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RESUMO

BENAZZI, Eloisa dos Santos. Avaliacdo ecotoxicolégica de residuos da perfuracgao
petrolifera em terra. 2015. 91f. Tese (Doutorado em Ciéncia, Tecnologia e Inovagdo em
Agropecudria). Pro-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduagdo, Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, Seropédica, RJ, 2015.

A demanda energética traz como consequéncia o aumento da geracao de residuos oriundos da
perfuracao de pogos de petréleo. A industria petrolifera busca alternativas viaveis e rentaveis
ao gerenciamento desse material. A aplicacdo como fertilizantes e condicionadores agricolas
se apresenta como uma op¢ao; no entanto ¢ preciso identificar a viabilidade do uso. A
abordagem ecotoxicoldgica € os ensaios com organismos terrestres sdo uma ferramenta
importante na determinac¢do da toxicidade ambiental desses residuos. Com o objetivo de
definir o nivel de seguranca ambiental dos residuos de perfuragdo foram testadassete doses
dos residuos dos equipamentos—Secador e Centrifuga (0,25; 0,5; 1; 1,5; 2; 3; 6%) em dois
materiais de solo: solo artificial tropical e solo natural (amostras de solo de um Argissolo
Vermelho-Amarelo, coletado em Seropédica—RJ). Os ensaios realizados para avaliar as
fungdes de habitat do solo foram: fuga e inibi¢do da reproducdo com minhocas (Eisenia
andprei); inibi¢do da reproducdo com colémbolos e enquitreideos; e germinacao e crescimento
de plantas de milho (Zea mays— monocotiledonea) e feijado caupi (Vigna unguiculata—
dicotiledonea). Os organismos do solo foram afetados negativamente pelos residuos de
perfuragdo. O comportamento de fuga indicou comprometimento das fun¢des de habitat na
dose de 0,5% de ambos os residuos, independente do material de solo. A reproducdo dos
enquitreideos foi inibida, em solo artificial tropical, ja na primeira dose de ambos os residuos.
A reproducao dos colémbolos foi inibida, em solo natural, na dose de 0,25% do residuo do
Secador e na dose de 0,5% do residuo da Centrifuga. Nos ensaios com plantas o milho foi
mais sensivel a presenca dos residuos na germinagdo, enquanto o feijdo caupi teve seu
crescimento e sua nodulagdo afetados pela aplicagdo dos residuos. Os resultados foram
atribuidos as concentragdes de sodio elevadas dos residuos, bem como ao sinergismo entre os
demais constituintes dos residuos, caracteristicas do solo e organismos-teste. Diante dos
resultados, ndo se recomenda a aplicagdo dos residuos de perfuracdo como fertilizantes e
condicionadores agricolas, devendo ficar restritos as areas destinadas a disposi¢do adequada.

Palavras-chave:Toxicidade de misturas.Cloreto de sddio. Ecotoxicologia terrestre.



ABSTRACT

BENAZZI, Eloisa dos Santos.Ecotoxicological assessment of onshore drilling
cuttings.2015. 91p. Thesis (Doctorate in Science, Technology and Innovation in
Agriculture).Pro-Reitoria de Pesquisa e Pds-Graduacao, Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, Seropédica, RJ, 2015.

The demand of energy has as a consequence the increasing generation of residues from oil
drilling cuttings.The oil industry searches viable andprofitable alternative to the management
of this residues.Their usage as agricultural fertilizers and conditioners is presented as an
option; however it is necessary to identify the feasibility of their usage.The ecotoxicological
approach and the tests with terrestrial organisms are an important tool in determining the
environmental toxicity of those wastes.With the aim of defining the environmental safety
level of the oil drilling cuttings there were tested seven residues dosages from Dryer and
Centrifugal equipments (0.25; 0.5; 1; 1.5; 2; 3; 6%) in two soil materials, identified as tropical
artificial soil and natural soil (soil samples from an Ultisol, collected in Seropédica — RJ). The
tests performed to evaluate the soil habitat functions were: avoidance behavior and inhibition
of reproduction, with earthworms (Eisenia andrei); reproduction inhibition with springtails
and enchytraeids; and germination and growth of corn (Zea mays—monocot) and cowpea
(Vigna unguiculata— dicot)plants. Soil organisms were adversely affected by the drilling
cuttings residues.The avoidance behavior indicated impairment of habitat functions at the
dosage of 0.5% for both residues, regardless of the soil material. The reproduction of
enchytraeids was inhibited, in the tropical artificial soil, even at the first dose of both
residues.The reproduction of springtails was inhibited in the natural soil at the 0.25% dosage
of Dryer residue, and at the 0.5% dosage of Centrifugal residue.In the plants teststhe corn was
more sensitive to presence of residues in the germination, while the cowpea had the growth
and nodulation affected by the residues application.The results were attributed to the high
sodium concentration in the residues, and to the synergism among other constituents of
residues, soil characteristics and test organisms.Given the results, it is not recommended the
application of drilling cuttings as fertilizers and agricultural conditioners,and they should be
restricted to proper disposal in designated areas.

Key words:Toxicity of mixtures. Sodium chloride.Terrestrial ecotoxicology.



RESUMEN AMPLIADO

BENAZZI, Eloisa dos Santos. Evaluacién ecotoxicolégica de los residuos de la
perforacion de petrodleo en tierra. 2015. 91p. Tesis (Doctorado en Ciencia, Tecnologia e
Innovacion en  Agropecuaria).  Pro-Reitoria de  Pesquisa e  Pos-Graduagdo,
UniversidadeFederal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2015.

1. Introduccion

La generaciéon de residuos provenientes de la perforacion omshore en la region
Nordeste de Brasil, equivale a 100 mil m’ por afio, lo que representa una preocupaciéon y un
desafio para las petroleras y los 6rganos ambientales (GANGHIS et al., 2009). Estos residuos
son clasificados por la legislacion brasilefia como residuos de Clase IIA —no peligrosos y no
inertes, siendo un material heterogéneo, con cantidades significativas de hidrocarburos,
metales pesados y sales solubles en agua, cuyas caracteristicas fisicas y quimicas dependen
del tipo de fluido utilizado, de las caracteristicas geoldgicas locales, del operador del
equipamiento, de la técnica de perforacion utilizada y del método de recuperacion del fluido
(AL-ANSARY & AL-TABBAA, 2007).

De esta forma, son investigadas alternativas viables y rentables para el gerenciamiento
de estos residuos, constituyendo el reciclaje de los mismos, una opcidon importante desde el
punto de vista econdomico, social y ambiental. En este contexto, la aplicacion al suelo como
fertilizante o acondicionadores agricolas constituye la principal forma de reciclaje adoptada
en diferentes paises.

Sin embargo, la viabilidad en la utilizacion de estos residuos debe atn ser evaluada,
pues ademas de las cuestiones relacionadas con los limites establecidos por la legislacion y de
las normas vigentes, se resalta la importancia de una investigacion ecotoxicologica. Esta
ultima permite determinar la toxicidad de los residuos y aportar informaciones relevantes para
la toma de decisiones. Las herramientas generadoras de tales informaciones son los ensayos
realizados con organismos terrestres, estudiando aspectos como la fuga, la reproducciéon y
mortalidad de colémbolos, lombrices y enquitreidos, asi como los de germinacion de semillas
y emergencia de plantas mono y dicotiledoneas que caracterizan las funciones del héabitat del
suelo.

Estos organismos son extremadamente sensibles a las alteraciones ambientales y son
utilizados en la ecotoxicologia como indicadores por presentar respuestas rapidas y
reproducibilidad en diversos locales. La ecotoxicologia se destaca en la evaluacion ambiental
frente a la complejidad de las nuevas sustancias. Esto se debe a que la referencias sobre las
mezclas complejas, como los residuos de la perforacion, son inexistentes y hay poca
informacion sobre los efectos de la salinidad en invertebrados del suelo, esta tesis constituye
un instrumento para la ampliacion del entendimiento —en término biologicos — delos
perjuicios ambientales que la aplicacion de estos residuos que contienen cloruro de sodio
puede ocasionar. De la misma forma, se contribuye también para la creacion de un banco de
datos que permite un aporte importante en esta area del conocimiento.

En este sentido, se espera determinar, a través de una evaluacion ecotoxicologica el
nivel de seguridad ambiental de los residuos, seleccionando las posibilidades para su uso
agricola o para recomendar su disposicion en locales adecuados. También, contribuir en la
creacion de un banco de datos que auxilien nuevos estudios.



2. Material y Métodos
2.10btencion del residuo y preparacion de las muestras compuestas

La colecta de los residuos fue realizada con un equipamiento de recuperacion del
fluido de la perforacion (Secador, Centrifuga I y Centrifuga II), obteniéndose muestras
simples representativas de cada equipamiento. El residuo es oriundo del pozo 7-MGP-98-D-
BA, situado en el campo de Miranga, en la Bacia do Recdncavo, municipio de Pojuca, estado
de Bahia, cuya finalidad era la produccion de aceite. El muestreo fue realizado en el canelén
de salida de cada equipamiento mediante la utilizacién de una pala.

Una vez colectado, el residuo fue acondicionado en sacos plésticos identificados, lo
que fueron puestos en sacos de nylon y cubiertos con lona para evitar la exposicion al sol y la
lluvia. Posteriormente, las muestras fueron encaminadas para el Departamento de Suelos,
UFRRIJ en Seropédica —RJ, donde fueron preparadas y mezcladas para formas una muestra
compuesta para cada equipamiento.

El residuo de la perforacion fue caracterizado a partir de muestras compuestas segun la
norma técnica NBR 10004 (Residuos so6lidos — Clasificacion), teniendo como prescripciones
la NBR 10005 —Procedimiento para la obtencion de extracto lixiviado de residuos soélidos
(ensayos de lixiviacion), donde fueron clasificados como residuo clase II: No peligrosos. La
NBR 10006 —Procedimiento para la obtencion de extracto solubilizado de residuos solidos
(ensayos de solubilidad), encuadrandose en la clase de residuo solido No peligroso, No Inerte
(Clase I1IA) (ABNT, 2004).

2.2 Residuos evaluados

Lo residuos evaluados fueron gentilmente cedidos por el Laboratorio de Quimica y
Contaminacién de Suelos de la UFRRJ, liderado por el Dr. Nelson Moura (Co-tutor de la
Tesis). El material fue obtenido del proyecto en colaboracion entre la UFRRJ-FAPUR-
PETROBRAS, y fue objeto de estudio de varias investigaciones en el laboratorio citado. En
funcién de la poca cantidad de muestras compuestas de los residuos, para el desarrollo de este
trabajo, se mezclaron las siguientes muestras: 1S, 2S, 6S y 7S, para la obtenciéon del residuo
identificado como Secador y las muestras 1C1, 5C1, 6C1 y 1C2, para la obtencion del residuo
identificado como Centrifuga.

2.3 Re-caracterizacion de los residuos de perforacion

En funcion de la mezcla de las muestras compuestas restantes de los equipamientos
Secador y Centrifugas I y II, fue realizada una nueva caracterizacion quimica del material.
Complementando la caracterizacion quimica de los residuos, fueron realizadas — en el
laboratorio de Quimica Agricola de la Embrapa Agrobiologia — los analisis de nutrientes
(rutina de fertilidad) y en el Laboratorio de Fisica del Suelo, de la misma institucion, la
caracterizacion fisica (granulometria), conforme EMBRAPA (1997). Tanto en el residuo del
Secador como en el de la Centrifuga, fueron encontrados bajos valores de cationes
intercambiables, nitrogeno y carbono, ademds de valores de aluminio y acidez potencial
nulos, los cuales se deben a la elevada alcalinidad del residuo. La elevada alcalinidad y los
altos valores de sodio limitan el uso en grande escala del residuo como acondicionador del
suelo o para fines agricolas.

2.5 Definicion de tratamientos y dosis

Las dosis fueron definidas con base a estudios ecotoxicologicos anteriores, en los
cuales se utilizaron los mismos tipos de residuos. En estos estudios, Machado (2012),
utilizando solo las muestras compuestas puras (sin mezclar), encontr6 — para cada respuesta
analizada — valoresespecificos que fueron asociados a los valores de sodio del residuo y



expresados en Mgha'. De esta forma, las dosis trabajadas fueron fijadas considerando
valores inferiores y superiores a los que anteriormente provocaron las reacciones de fuga,
mortalidad o reduccion del crecimiento e inhibicion de la reproduccion. Las dosis evaluadas
en los ensayos estandarizados fueron — para ambos residuos — las siguientes: 0,25; 0,5; 1; 1,5;
2; 3y 6% del residuo, ademas del control.

Cada porcentual correspondi6é a una concentracion distinta de sodio, de acuerdo con
las caracteristicas de cada residuo, en funcion del equipamiento de recuperacion de fluido. El
secador por ser el primer equipamiento de recuperacion, retira la mayor parte del fluido
impregnado en la roca molida, generando un residuo con caracteristicas predominantes de tipo
roca perforada y menor valor de fluido. La Centrifuga, el segundo equipamiento de
recuperacion, retira las particulas menores que se encuentran en el fluido, generando residuo
con mas cantidad de fluido y de sus constituyente. Siendo asi, el residuo del Secador presenta
una concentracion de sodio menor que el residuo de la Centrifuga.

2.6 Caracterizacion del material del suelo

Para desarrollar los ensayos se consideraron dos etapas distintas: la evaluacion de la
ecotoxicidad intrinseca del residuo y la evaluacion de la ecotoxicidad expresada en el
ambiente. De esta forma fue utilizado en los experimentos un material que serd identificado
como suelo artificial tropical (SAT: compuesto por 5% de fibra de coco, 22,5% de caolin y
72,5% de arena fina, totalmente misturados) y material de suelo natural — Argissolo
Vermelho-Amarelo, colectado en el campo experimental de la Embrapa Agrobiologia
(Terrago), Seropédica — RJ.

Previamente a los ensayos, las muestras de suelo natural fueron tamizadas en tamiz
con tamafio de 4 mm, posteriormente acondicionadas en sacos plasticos bien sellados y
llevados al frizer. Al suelo se le realizaron tres ciclos de congelamiento y descongelamiento,
de 48 horas cada una, con el objetivo de garantizar la eliminacion de organismos
representantes de la macro y meso fauna. Después de establecer estas condiciones, el material
fue preparado para el inicio de los ensayos, siendo mezcladas las proporciones de residuos
correspondientes a cada dosis.

2.7 Ecotoxicologia Terrestre

Los ensayos realizados en el Laboratorio de Fauna del Suelo de la Embrapa
Agrobiologia fueron mantenidos en condiciones especificas de temperatura (20°C + 2°C), con
simulacion de fotoperiodo de 16:8 h (luz: oscuridad), humedad relativa del aire de 80% y
humedad del material de 60% de la capacidad de campo. El disefio experimental adoptado fue
totalmente aleatorizado con cinco repeticiones. Los ensayos de letalidad fueron concomitantes
con los ensayos de reproduccion.

271 Ensayos de fuga

Fueron realizadas las pruebas de fuga con lombrices de la especie Eisenia andrei,
basados en las normas ISO 17512-1 (2007) y NBR ISO 17512-1 (ABNT, 2011). De forma
que permitiese la ejecucion y que atendiese a las exigencias del protocolo, fue realizado en el
laboratorio, una cultura de lombrices de la misma especie.

Los organismos adultos fueron mantenidos en estiércol bovino organico curtido hasta
la produccion de huevos, los que fueron aislados para la eclosion y obtencion de los juveniles
sincronizados, o sea, de individuos de la misma edad y estadio fisioldgico, los que sirvieron
de organismo-prueba al llegar a la edad de dos meses.

Las unidades experimentales fueron constituidas de cajas  plasticas
(20 cm x 12 cm x 5 cm) que fueron divididas en dos secciones de igual tamafio mediante una
espatula plastica. Una de las secciones fue llenada con 500 g de suelo control y otra con la



misma cantidad de la mezcla de suelo y residuo. Cuando se finaliz6 el llenado, la espatula fue
removida y 10 lombrices sincronizadas, con una masa individual de 300-600 mg, fueron
colocadas sobre la linea divisoria. Pasadas 48 horas, las cajas fueron nuevamente divididas en
dos secciones y fue registrado el nimero de lombrices en cada una de ellas.

2.7.2  Ensayos cronicos
a. Eisenia andrei

Para las evaluaciones de reproduccion con Eisenia andrei se observaron las
orientaciones de la norma ISO 11268 (1993). En este caso, fueron utilizados 10 individuos
sincronizados, con clitelo desarrollado, edad superior a los dos meses y masa individual
variada entre 300-600 mg por repeticion. La alimentacion (masa de avenas), fue suministrada
en el inicio del ensayo y a cada 15 dias. La unidad experimental consistido en recipientes
plasticos opacos con capacidad de 500 mL conteniendo 500 g del material de suelo (control) o
la mezcla del material de suelo y residuo. A los 28 dias del ensayo, estos organismos adultos
permanecieron en las unidades experimentales. Después de este periodo, fueron retirados
restando solo los huevos, los que permanecieron hasta el 56° dia de ensayo, momento en que
fueron contabilizados los juveniles. Cuando la mortalidad no fue detectada, se evaluaron
alteraciones de masa corporal a partir de la comparacion de medias de peso de las lombrices
vivas a los 28 dias con las medias iniciales de las 10 lombrices incluidas en cada réplica en el
primer dia. Diariamente los potes eran abiertos para la oxigenacion.

b. Enchytraeus crypticus

En la realizacion de la evaluacion de reproduccion de Enchytraeus crypticus fueron
adoptados los procedimientos descritos en las normas ISO 16387 (2003) y NBR ISO 16387
(2012), donde 10 individuos con clitelo desarrollado fueron colocados en unidades
experimentales que consistian en frascos transparentes con capacidad de 80 mL y tapa con
rosca, llenados con 20 g de suelo seco por repeticion. En BOD, la duracion del experimento
fue de tres semanas para el SAT (21 dias) y cuatro semanas para el suelo natural (28 dias). La
alimentacion (harina de avena), fue suministrada al inicio del ensayo y cada dos semanas y
semanalmente, la humedad del suelo fue ajustada con agua destilada a un volumen calculado
a través de las diferencias en el peso de los frascos. Al final del ensayo se adicion6 en cada
frasco alcohol 70% a un volumen suficiente para cubrir el material, ademas de cinco gotas de
colorante rosa de bengala 1% en etanol. El material se quedd en reposo por 24 horas para
garantizar que todos los organismos estuviesen coloreados. Posteriormente, cada repeticion
fue lavada en tamiz de 100 mm y los enquitreidos — coloreados y visibles a simple vista —
fueron transferidos para placa Petri y contados en el microscopio.

c. Folsomia candida

La evaluacion de inhibicion de la reproduccion de Folsomia candida, fue realizado
segun se describe en las normas ISO 11267 (1998) y NBR ISO 11267 (ABNT, 2011), y
consiste en exponer individuos jovenes al material de suelo y a la mezcla del material de suelo
y residuo, haciendo una comparacion de la taza reproductiva con la obtenida en el control.
Para el ensayo hubo la sincronizaciéon de los organismos de la colonia, que constituy6 la
renovacion del medio de cultivo para estimular la postura de huevos, los que fueron aislados y
observados continuamente para la determinacion de la eclosion y la obtencion de organismo
con edad entre 10-12 dias. En cada unidad experimental — que consistieron en frascos
transparentes de tapa con rosca y capacidad de 80 mL, conteniendo 30 g (peso himedo) de
material de suelo o material de suelo con residuo — fueron introducidos 10 individuos con
edad entre 10-12 dias. Los ensayos fueron mantenidos en BOD; en el inicio y a cada dos
semanas fue adicionado levadura seca granulada para la alimentaciéon. Semanalmente la



humedad de suelo fue ajustada con agua destilada en un volumen calculado a través de las
diferencias en el peso del frasco. Al final de los 28 dias, el contenido de cada unidad
experimental fue transferido para un recipiente pléstico cilindrico
(5,5 cm de altura x 6,5 cm de didmetro), donde fue adicionada agua y tres gotas de tinta,
favoreciendo la visualizacion. Posterior a la agitacion del material, los adultos vivos retirados
del medio — por el método de la flotacion — fueron contabilizados. Para la cuantificacion de
jovenes, cada unidad experimental fue fotografiada con una cdmara Nikon Coolpix S4300
(Lens-shift VR, Nikkor 6x Wide Optical Zoom VR, 16.0 Megapixels) para posterior conteo
en el programa de computacion Image Tool 3.0 for Windows.

2.7.3 Germinacion de las semillas y crecimiento de las plantas

Por tratarse de un ensayo adecuado para la determinacion de la toxicidad de una gama
de materiales, tanto en suelo natural como en artificial (Environment Canada, 2005), fueron
montados — en casa de vegetacion — experimentos en potes con 21 dias de duracidon, sin
renovacion, contados a partir de la germinaciéon de 50% de las semillas en el control.El
delineamiento experimental fue enteramente casualizado con cinco repeticiones. El ensayo
sigui6 el padron OECD — Guideline 208 (2006).

Fueron usadas dos especies, una monocotiledonea y otra dicotiledonea, sometidas a las
mismas concentraciones quimicas anteriormente testadas para la comparaciéon con el
control.Fueron ellas el maiz (Zea mays), variedad Eldorado, y el frijol caupi (Vigna
unguiculata), variedad BR17-Gurguéia sin inoculacion. Fueron adicionados tres semillas por
repeticion. Al final del periodo, fue evaluado el numero de plantas emergentes (porcentual de
germinacion), la altura de la parte aérea, las masas secas y frescas de las raices y la parte
aérea, a las que se les compararon sus medias con las del control, las determinaciones
quimicas del tejido vegetal, ademas del estudio cualitativo (actividad basada en la coloracion),
de los nddulos encontrados en la leguminosa. Durante la evaluacion fue adicionado solo agua,
de forma de mantener el suelo hiimedo.

2.8 Analisis de los datos

Fueron determinados los siguientes parametros ecotoxicoldgicos:

-CENO, que representa la dosis maxima de un compuesto quimico en la que no se
observan efectos;

-CEO, que representa la menor dosis en que se observan los efectos.

-CLx (concentracion efectiva en que X% de los organismos presentan un patréon de
fuga, reduccion de crecimiento o reproduccion).
2.8.1 Ensayo de fuga

Los resultados fueron analizados por el teste exacto de Fisher (ZAR, 1996) y por la
obtencion del porcentual de fuga, obtenido por la ecuacion:

A =[(C-T)/N]x100
Siendo, C=suma de lombrices observadas en el control
T=suma de lombrices observadas en el suelo tratado

N = total de lombrices por repeticion

Tales porcentuales permitieron la obtencion de las CEs de fuga, a través del
procesamiento de los datos en el programa ProProbit 1.63 (SAKUMA, 1998).

2.8.2  Ensayos cronicos

Los valores de reproduccion, u otra respuesta fisiologica de los organismos, fueron
usados para la obtencion de las concentraciones efectivas que inhiben tal capacidad. En el



ensayo de las plantas, los valores de la masa fresca y seca de la parte aérea y raiz, de la altura
de la parte aérea de los dos cultivos, fueron considerados en la obtencion de CEx.

Fue realizado un andlisis de variancia (ANOVA) con un andlisis estadistico de
homogeneidad (Cochran e Bartlett) y normalidad (Lilliefors) de los resultados. Con la
distribucion normal y homogénea de los datos, se siguid para la comparacion multiple, el test
de Dunnett (p<0,05), o por el test LSD (p<0,05, actividad de los nodulos), para la obtencion
de los valores CEO y CENO, con las herramientas contenidas en el STATISTICA, version
7.0 (STATSOFT Inc., 2004). Para determinaciones de las CEs que llevan a la inhibicion de
determinadas caracteristicas fisiologicas, el mismo paquete estadistico fue utilizado, sin
embargo la determinacion resultd del uso de las ecuaciones de regresion no lineares
especificas.

2.8.3 Ensayo agudos

La evaluacion de los ensayos de letalidad se basd6 en la obtencion de las
concentraciones letales (CLs) para los organismos testados a partir de la mortalidad
encontrada. Para el ensayo con las plantas, el nimero de semillas germinadas permitié los
calculos. Fue utilizado el programa PriProbit 1.63 (SAKUMA, 1998) para el andlisis de los
resultados.

3. Resultados y Discusion
3.1 Ensayos de Fuga

Tanto en los ensayos de toxicidad intrinseca (SAT) como en los de toxicidad expresa
(suelo natural) no fueron verificadas, en ambos residuos, mortalidades superiores a 10%.
Ademas, la distribucion de las lombrices en el control absoluto (dual test) fue, para el residuo
del Secador, de 58%:42%, y para el residuo de la Centrifuga de 50%:50%, en SAT. De
46%:54% (Secador); 48%:50% (Centrifuga) en el suelo natural, obedeciendo a los criterios de
validacion del test (ISO, 2007).

Los porcentuales de fuga fueron estadisticamente significativos, con independencia de
los residuos y materiales del suelo, a partir de la dosis de 0,5%, indicando el potencial toxico
de los residuos de perforacion, o sea, la aplicacion de pequefias dosis de los residuos ya
compromete las funciones de habitat del suelo. Con el ambiente inhdspito los organismos
evitan el local, habiendo alteraciones en la estructura de la comunidad edéfica y la perdida de
funciones de descomposicioén y biopedoturbacion ejercidas por las lombrices, afectando tanto
la cadena trofica como la oferta de servicios ecosistémicos en aquel local.

El comportamiento de fuga para este trabajo fue expresado en valores por debajo de
los valores de referencia encontrados en la literatura. Esto puede estar relacionado con las
diferencias intrinsecas del suelo y de la composicion de los materiales testados. Por tratarse de
una mezcla heterogénea, los residuos de la perforacion poseen diversos elementos
potencialmente estresantes, requiriendo un analisis diferenciado, una vez que hay efectos
aditivos. O sea, no se puede descartar la accion y la presencia de otros componentes aunque
no hayan sido analizados.

Las concentraciones efectivas que promueven la fuga de 20 y 50% de la poblacion de
lombrices en suelo artificial tropical fue de 16,35 mgdeNaClkg' de SAT vy
53,77 mg de NaCl kg'1 de SAT, respectivamente, para el residuo de Secador, y de
35,61 mg de NaCl kg' de SAT y 75,79 mg de NaClkg' de SAT, respectivamente, para el
residuo de la Centrifuga. En suelo natural fueron de 14,79 mgde NaClkg"' de suelo y
37,95 mg de NaCl kg de suelo, respectivamente, para el residuo de Secador, y de
34,05 mg de NaCl kg de suelo y 122,88 mg de NaCl kg de suelo, respectivamente, para el
residuo de la Centrifuga



3.2 Ensayos cronicos
3.2.1  Eisenia andrei

En ninguno de los ensayos —SAT y suelo natural — fue verificada mortalidad superior a
10% en el tratamiento control al final de los 28 dias de exposicion de las lombrices. Tampoco
hubo un coeficiente de variacion (CV)>30%. Ninguna de las dosis testadas, en ambos
residuos — independiente del material de suelo, se promovié mortalidad total. Siendo asi, se
evaluo6 también a variacion de la masa corporal de los organismos que funcionaron como test.

En los ensayos en SAT no fueron observadas reducciones de masa corporal, excepto
para la dosis de 3% del residuo de Secador que tuvo diferencias estadisticas con el control. En
esta dosis la variabilidad de masa corporal de los animales fue influenciada por el porcentaje
de mortalidad (60%). El bajo nimero de lombrices sobrevivientes, mostrd una falsa impresion
de la pérdida de masa corporal cuando en verdad los valores medios de las repeticiones fueron
los més bajos. Para ningun residuo fue posible establecer CEO y CENO para la variacion de
masa corporal.

En los ensayos de suelo natural, fueron observados reducciones de la masa corporal a
partir de la dosis de 2% del residuo de la Centrifuga, diferenciandose significativamente del
control. Asi, CEO fue igual a 2% y la CENO a 1,5%. La CEO equivale a concentraciones de
sodio de 163,34 m de NaCl kg de suelo.

De los ensayos en SAT, las concentraciones letales solo pudieron ser estimadas para el
residuo del Secador, donde la CLs fue 329,40 mg de NaCl kg'1 de SAT, la CEsocescfue de
339,75 mg de NaCl kg'1 de SAT, mientras que la CEjgcrescfue 135,90 mg de NaCl kg'1 de
SAT.

Los ensayos en suelo natural no permitieron la detecciéon de las concentraciones
letales, independientemente del residuo considerado. Concentraciones efectivas solo pudieron
obtenerse para el residuo de la Centrifuga, una vez que no hubo efectos en la reduccion del
crecimiento detectable para el Secador. Asi, 1as CEjgcrescy CEsocrescfueron de, respectivamente,
412,43 y 1030,67 mg de NaCl kg™ de suelo. Este resultado indico que las dosis superiores a la
maxima estudiada, serian necesarias para promover la reduccion del 50%.

La CENO vy la CEO, para la reproduccion en SAT — en ambos residuos — fueronde
respectivamente, 1,5% y 2%. La reproduccion, en suelo natural para el residuo de la
Centrifuga fue inhibida en la mayor dosis (6%), lo que representa la CEQO; la CENO fue la
dosis de 3%. Cuando fueron mezclados al suelo natural, los residuos tuvieron efectos menos
pronunciados en la inhibicion de la reproduccion de las lombrices.

Debido a la evaluacion del nimero medio de jovenes en SAT, se lleg6 a
concentraciones efectivas para la inhibicion de la reproduccion de Eisenia andrei. Los valores
de NaCl de 73,35 mgde NaClkg' de SAT (Secador) y 181,3 mgde NaClkg' de SAT
(Centrifuga) reducen la reproduccion de la poblacion en un 50%. El residuo de la Centrifuga
fue aquel que posee la mayor cantidad de NaCl. Aun asi, para la reproduccion, sus efectos se
mostraron tardios al ser comparados al residuo del secador, este comportamiento fue similar
al observado por Machado (2012).

En los ensayos de suelo natural, no fue posible obtener las concentraciones efectivas
que inhiben la reproduccion para el residuo Secador. Lo que puedes estar relacionado al hecho
de que las ecuaciones de regresion no lineares propuestas para la obtencion de las CEs estan
basadas en un padron tradicional de curva contra respuesta, donde las mayores
concentraciones causan los mayores efectos, lo que no se adecua a la distribucion de los datos
obtenidos en este estudio. La CEsy del residuo Centrifuga equivale a valores de NaCl de
262,98 mg de NaCl kg™ de suelo.



La reproduccién fue afectada a las concentraciones menores que aquellas que
afectaron el crecimiento y la mortalidad (GUZYTE et al., 2011). Indicando que, dentro de
estas, la reproduccion es el pardmetro ecotoxicoldgico mas sensible en la evaluacion de los
efectos toxicos de la salinidad sobre la poblacion de estas lombrices (OWOJORI et al., 2008).

3.2.2  Enchytraeus crypticus

Al final del periodo experimental de 21 dias para SAT y 28 dias para el suelo natural,
no fue verificada mortalidad >20%, o un CV>50% para el control. En el SAT, no hubo una
completa inhibicion de la reproduccion para ninguna de las dosis testadas., independiente del
residuo utilizado. Para ninguno de los residuos, las concentraciones letales (CL,y y CLsg)
pudieron ser determinadas.

Tanto el residuo del Secador, como el de la centrifuga generaron valores de CEO de
0,25% (11,25 mg de NaCl kg'1 de SAT), o sea, en la primera dosis testada hubo diferencias
significativas, en relacion al control, para el nimero medio de juveniles. Siendo asi, los
valores de CENO son inferiores a este. Alin con la inhibicion, no fue posible generar las CEs
para la reproduccion de los enquitreidos.

De acuerdo con lo observado en SAT, para el suelo natural no hubo anulacion
reproductiva. Tampoco fue posible determinar las concentraciones letales y efectivas que
promovieron, respectivamente, la mortalidad y la inhibicion de la reproduccion. No hubo
deteccion de CEO y de CENO.

3.2.3 Folsomia candida

La mortalidad observada en el control durante los ensayos, independiente del tipo del
suelo, no excedio el 20%, y la reproduccion media fue superior a 100 juveniles, asi como el
coeficiente de variacion no fue superior al 30%. Atendiendo entonces a los criterios de
validacion protocolados.

De forma semejante, los residuos empleados en el estudio — en sus diferentes dosis —
no afectaron la integridad de los organismos incluidos provocando mortalidad. De esta forma,
no fueron detectadas dosis letales para los ensayos de reproduccion desarrollados en SAT.

En relacion a la reproduccion, ninguna de las concentraciones testadas, en ambos
residuos, promovi6 inhibicion en relacion al control. Las unicas diferencias significativas
ocurrieron en las dosis de 1% y 3% para el residuo de la Centrifuga, con inhibicién de la
reproduccion. Sin embargo, tales diferencias no indican las concentraciones de efecto
observado (CEO) y de efecto no observado (CENO). No fue posible determinar las
concentraciones efectivas que reducen la reproduccion, una vez que no hubo reducciones
sucesivas o de 50%. La ausencia de los parametros ecotoxicoldgicos se relaciona con la
variabilidad reproductiva en los ensayos con colémbolos. Principalmente con el rango de
conductividad eléctrica al que se llegd en la mezclas del residuo y SAT.

De acuerdo con la literatura, los colémbolos (Folsomia candida) son los organismos
con menor sensibilidad al estrés salino, al compararlos con los enquitreidos y lombrices.
Considerando los resultados obtenidos en este estudio y en Bianchi (2013), parece ser una
cuestion variable y dependiente de la combinacidn de factores que constituyen la muestra, ya
que fueron estos, unidos con los enquitreideos, los organismos mas sensibles a la salinidad,
referente al endpoint de la reproduccion.

Para el suelo natural fueron observadas reducciones significativas de la reproduccion a
partir de la primera dosis testada del residuo del Secador. Este comportamiento similar
ocurrid para el residuo de la Centrifuga, sin embargo, en este caso fue a partir de la dosis de
0,5%.



Las concentraciones letales para 20% de la poblacion de Folsomia candida y las
concentraciones efectivas que promueven inhibicion de la reproduccion en un 50% fueron,
respectivamente, de 256,20 mg de NaCl kg™ de suelo y 11,25 mg de NaCl kg de suelo, para
el residuo del Secador; y de 51,45 mgde NaClkg' de suelo y 42,47 mg de NaCl kg de
suelo, para el residuo de la Centrifuga.

3.3 Germinacion de la semillas y crecimiento de la plantas

Los ensayos en SAT y en el suelo natural fueron validados, una vez que hubo 100% de
la emergencia en el control absoluto para las dos especies vegetales estudiadas. Para los
residuos testados en SAT, no hubo diferencias en la emergencia de frijol caupi. Al mismo
tiempo, la emergencia de maiz fue afectada en las diferentes dosis del residuo Secador, donde
se llegd a porcentajes de 67% (dosis de 0,5%).

En suelo natural la respuesta de la emergencia para el frijol caupi, fue similar para los
dos residuos. O maiz (Zea mays L.) fue la plantas mas afectada, teniendo como punto comun
los porcentajes de emergencia minimos entre 67-73% en la dosis de 1,5% de los residuos
Secador y Centrifuga, respectivamente.

Fueron analizados los pardmetros vegetativos correspondientes a masa seca de la raiz
(MSR), masa seca de la parte aérea (MSPA) y la altura de la parte aérea (APA), para cada
cultivo y residuo, en SAT y en suelo natural. Fueron observados reducciones significativas de
MSR para el frijol caupi a partir de la dosis de 1% del residuo del Secador con SAT, y en las
dosis de 1; 1,5 y 6% de residuo de la Centrifuga. Solamente en la dosis de 3% del residuo de
la Centrifuga hubo reduccion significativa en relacion al control de la MSR del maiz. Ninguna
de las especies vegetales, independientemente del residuo evaluado, present6d reducciones de
MSPA. Para ambos residuos en SAT, el comportamiento del frijol caupi en términos de
reducciones de APA fue idéntico, con significancia a partir de la dosis de 2% de los residuos.

La mezcla de los residuos y el suelo natural, redujo la APA solo para el frijol caupi a
la dosis de 6% del residuo del Secador, asi como el residuo de la Centrifuga afecto MSPA del
frijol caupi y APA del maiz en la dosis de 6%.

Cuando fueron colectadas las plantas de frijol caupi, se observé la asociacion de las
raices con bacterias fijadoras del nitrégeno, aun habiendo cuando hubo plantacion de semillas
sin la inoculacion. Esto llamo6 la atencion tanto en la coloracion de los nodulos asociados
como para los sintomas de deficiencia del nitrégeno que fueron, visualmente mas acentuados
en los tratamientos del suelo artificial tropical.

Para el SAT, ocurrieron diferencias significativas a partir de la dosis de 3% del residuo
del Secador para el nimero de nodulo y nitrogeno total en parte aérea. Asi como el residuo de
la Centrifuga se diferencia en numero de nodulos solo a la mayor dosis (6%) y para el
nitrogeno total en parte aérea a partir de la dosis de 3%. No hubo diferencias para el valor de
nitrégeno total en la raiz. La masa seca de nddulos presentd un comportamiento similar al
observado para el nimero de nédulo.

Para la secuencia de dosis estudiada en suelo natural, no fueron constatadas
diferencias estadisticas entre las dosis y el control para el niimero y actividad de nddulos,
independiente del residuo. Sin embrago, para la dosis de 6% del residuo de la Centrifuga,
hubo diferencias significativa para el nitrogeno total en parte aérea. La masa seca de nddulos
a partir de la primera dosis (0,25%) de ambos residuos fue significativamente menor que el
control. Los menores valores de nitrogeno en la raiz fueron, para el residuo del Secador, en las
dosis de 1% y 6% y para de la Centrifuga en la dosis de 0,25%.

El comportamiento del nimero de nddulos en los cultivos de SAT esta de acuerdo
conlos resultados de Medeiros et al. (2008), Leite et al. (2009) y Prazeres et al. (2014), donde,
analizando el efecto de la salinidad sobre la nodulacion del frijol caupi, verificaron aumentos



en conductividad eléctrica y/o salinidad traen un efecto negativo a la modulacion, indicando a
sensibilidad de la simbiosis al estrés salino.

Para Xavier et al. (2007), plantas con los mayores valores de masa media y numero de
nddulos fijan més nitrégeno atmosférico y del suelo pudiendo, por esto, indicarse que estos
parametros reflejan mayores valores acumulados en la planta. Lo que estd de acuerdo con lo
observado por Silva et al. (2010) donde obtuvieron correlaciones positivas entre la
acumulacion de nitrégeno en parte aérea de frijol caupi yla nodulacién, indicando
proporcionalidad entre FBN (fijacion bioldgica de nitrégeno) e nodulacion.

4. Conclusions

No se recomienda el uso de los residuos de perforacion de pozos de petroleo en tierra
como fertilizantes o como acondicionadores agricolas, pues poden haber efectos de dafiinos a
los invertebrados del suelo, atin en concentraciones consideradas seguras para las plantas. Los
resultados indican que estos afectan negativamente los organismos edaficos de la meso y
macro fauna tanto en corto (ensayos de fuga), como a largo plazo (ensayos de reproduccion).
Efectos toxicos fueron detectados en la dosis de 0,25% para la reproduccion de enquitreidos
(en SAT) y colémbolos (suelo natural con residuo de Secador). En la dosis de 0,5% para la
reproduccién de colémbolos (suelo natural con residuo de la Centrifuga) y fuga de lombrices
(ambos materiales de suelo y residuos). Ellos deben, sin embargo, continuar restringidos a las
areas destinadas a la adecuada disposicion (desechos).

La mortalidad no fue el parametro mas sensible en la evaluacion de la ecotoxicidad de
los residuos de perforacion.

El maiz se mostréo mas sensible que el frijol caupi al estrés salino y a la accion de los
demas constituyentes de los residuos, en ambos materiales del suelo, durante la germinacion y
la emergencia.

De modo general, la sensibilidad del frijol caupi aument6 en su fase vegetativa, lo que
afectd negativamente la masa seca de la raiz, la masa seca de parte aérea y la altura de parte
adrea.

El estudio cualitativo de nodulos mostré un endpoint sensible y adecuado a la
evaluacion ecotoxicologica de residuos de perforacion conteniendo sodio.

De acuerdo con los registros literarios, los residuos de perforacion fueron mas téxicos,
pues a menores concentraciones salinas, valores de conductividad eléctrica, o concentraciones
efectivas afectaron negativamente los endpoints considerados en cada ensayo, debido a los
efectos aditivos de los demés componentes de los residuos.

Palabras-clave: Toxicidad de las mezclas. Cloruro de sodio. Ecotoxicologia terrestre.
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1 INTRODUCAO

No Brasil, especificamente na regido Nordeste, a geracdo de residuos de perfuragdo
onshore é equivalente a 100 mil m’ ao ano,resultando em preocupacdo e desafio para
petroleiras e 6rgdos ambientais (GANGHIS et al., 2009). Enquadrados, pela legislagdo
nacional, em residuosda ClassellA —ndo perigosos e ndo inertes—o material ¢ heterogéneo,
com quantidades significativas de hidrocarbonetos, metais pesados e sais soliveis em agua;
cujas caracteristicas fisica e quimicadependem do tipo de fluido usado, da geologia local, do
operador do equipamento, da técnica de perfuracdo utilizada e do método de recuperacao do
fluido (AL-ANSARY &AL-TABBAA, 2007).

Desta forma, alternativas vidveis e rentdveis para o gerenciamento desses residuos sao
pesquisadas, sendo a reciclagem uma opg¢ao interessante econdmica, social € ambientalmente.
Além disso, tem sido a principal forma de reciclagem adotada em diversos paises,
principalmente pela aplicacdo ao solo como fertilizantes ou condicionadores agricolas.
(PIRES & MATTIAZZO, 2008).

No entanto, a viabilidade do uso deve ser avaliada e ¢ neste momento que, além dos
limites descritos na legislacdo e normas técnicas vigentes, ressalta-se a importancia da
abordagem ecotoxicologica. A qual permitedeterminar a toxicidade dos residuos e concentrar
informagdes relevantes a tomada de decisdo. As ferramentas geradoras de tais informagdes
sd0 0s ensaios— com organismos terrestres — de fuga, reproducdo e mortalidade com
colémbolos, minhocas e enquitreideos, ¢ os de germinagdo de sementes e emergéncia de
plantas com mono e dicotiledoneas, que caracterizam as fungdes de habitat do solo'.

Tais organismos, extremamente sensiveis as alteracdes ambientais, sdo utilizados na
ecotoxicologia como indicadores por apresentarem respostas rapidas e reprodutibilidade em
diversos locais, desde que usado um solo padrdo. A ecotoxicologia se destaca na avaliacdao
ambiental diante da complexidade das novas substancias. Considerando que referéncias sobre
misturas complexas, como os residuos de perfuracdo,sdo inexistentes € que ha pouca
informagdo sobre os efeitos da salinidade em invertebrados do solo, esta tese constitui um
instrumento para ampliacdo do entendimento — em termos bioldgicos — dosprejuizos
ambientais que a aplicagdo destes residuos, contendo cloreto de soédio,pode ocasionar.
Auxiliando, ainda, na criagdo de um banco de dados para o preenchimento dessa lacuna no
conhecimento.

Assim, através da avaliagdo ecotoxicologica espera-se determinar o nivel de seguranga
ambiental dos residuos, selecionando possibilidades para uso agricola ou, simplesmente,
recomendar sua disposi¢do em local adequado. Bem comocontribuir para a estruturagao de
banco de dados especifico, que auxilie novos estudos.

Capacidade dos solos/materiais de solo para servir como um habitat para microrganismos, plantas, animais
edaficos e de suas interag¢des (biocenoses).
1



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Ecotoxicologia: Breve Historico e Importancia

O termo Ecotoxicologia foi sugerido, no final da década de 60, pelo toxicologista
francés René Truhaut. Segundo Ramade (1977), tal ciéncia ¢ utilizada como ferramenta no
monitoramento ambiental e, portanto, possui objetivo proprio de estudo, finalidade e método
(AZEVEDO &CHASIN, 2003). Divide-se em Ecotoxicologia Aquatica e Terrestre, ou do
Solo.

Este novo ramo cientifico pressupde umaabordagem sistémica, que difere da natureza
antropocéntrica da toxicologia classica. E multidisciplinar e visa, principalmente, combinar o
estudo da ecologia (riqueza de espécies, abundancia e distribui¢ao), da toxicologia (efeitos
toxicos), da biogeoquimica (AZEVEDO &CHASIN, 2003; BARD, 2008; NEWMAN, 2008)
e da fisiologia, dentre outros para estudar os efeitos de xenobioticos no ecossistema.

A finalidade central ¢ ser capaz de predizer os efeitos dos poluentes de tal forma que
seja possivel definir acdes eficazes que remedeiem os efeitos deletérios resultantes de um
acidente. Em ecossistemas ja impactados pela poluicdo, os estudos ecotoxicoldgicos podem
informar qual o melhor modo de agir para que o ecossistema recupere seus servigos e fungoes.

Mesmo sendo um conceito amplo, que considera todo o ecossistema, mais atengdo foi
dada, até entdo, aos efeitos em espécies individuais e pouca ao enfoque sistémico. Para o
enfoque sistémico o conceito de nicho ecoldgico assume importancia, a medida que os
agentes toxicos interagem com fatores de estresse naturais (temperatura, pH, umidade etc.)
(MAGALHAES &FERRAO FILHO, 2008). Os autores explicam que uma situagio
estressante surge quando se altera qualquer fator ambiental ou quando um organismo esté fora
de seu nicho ecologico.

Entende-se que a inser¢ao dos ensaios ecotoxicoldgicos como ferramenta de avaliacao
ambiental ¢ importante. Isto porqueas informagdes obtidas a partir das analises quimicas sao,
geralmente,insuficientes para determinar danos ao ecossistema, além dendo considerarem os
efeitos sinérgicos (antagonicos ou aditivos) entre substincias e entre essas e fatores
ambientais como, por exemplo, o pH.

Internacionalmente a aplicagdo dos conceitos da Ecotoxicologia e a utilizagdo de testes
ecotoxicologicos para avaliacdo de contaminac¢do de solos j4 sdo reconhecidas como uma
ferramenta complementar & analise quimica (CROUAU &MOIA, 2006). Esses testes se
baseiam em avaliar a consequéncia da liberacao de substancias quimicas no ambiente, sobre
os organismos nele existentes (CHASIN &PEDROZO, 2004). Eles tém por finalidade
compreender até que ponto substidncias quimicas, isoladas ou em forma de mistura, sdao
nocivas a sistemas vivos, € como ¢ onde se manifestam seus efeitos (KNIE &LOPES, 2004),
verificando através do monitoramento de efeitos letais, morfoldgicos, comportamentais,
fisiologicos, citogenéticos e bioquimicos nos organismos expostos aos poluentes
(NEUHAUSER et al., 1985).

Os testes possibilitam avaliar tanto a contaminagdo ambiental promovida pelas
substancias, quanto a resultante de seus efeitos sinérgicos ¢ antagdnicos,afinal somente
sistemas biologicos detectam os efeitos toxicos das substancias. Tais testes consistem de uma
série de normas e procedimentos padrdo, que devem ser seguidos de forma a validar as
respostas(tMAGALHAES &FERRAO FILHO, 2008).



2.2 Abordagens em Ecotoxicologia

Sendo os resultados dos testes dependentes das caracteristicas do solo que alteram a
dindmica de organismos e a biodisponibilidade do material avaliado, os testes
ecotoxicologicos sdo, geralmente, realizados utilizando duas abordagens: a ecotoxicidade
intrinseca da substancia (MARCUCELLA &ABRAMSON, 1978; ANHOLT, 1997; GRUE et
al., 2002) e a ecotoxicidade expressa no ambiente alvo. No primeiro caso, os testes sao
realizados com material identificado como solo artificial, descrito no protocolo n. 207 da
OECD (1984), que se caracteriza mais como um ambiente fisico do que quimico para os
organismos. No caso da ecotoxicidade expressa (CHAPMAN et al., 1992; van STRAALEN,
2003; BURTON JR et al., 2005), ¢ utilizado material de solo natural em testes padronizados
ou em mesocosmos (7errestrial Model Ecosystems — TMEs), que representam uma condi¢ao
ecologicamente mais realista do comportamento do poluente no ecossistema de interesse. As
duas abordagens sdo complementares, sendo que a ecotoxicidade intrinseca permite realizar
um screening de doses e/ou misturas para o teste posterior da ecotoxicidade expressa.

As informagdes quimicas, ecologicas e ecotoxicoldgicas representam linhas de
evidéncia de danos ambientais que podem ser testadas e interpretadas em niveis hierarquicos
de risco, através da abordagem de “Andlise de Risco Ecoldgico” (WAGELMANS et al.,
2009). Em geral, este tipo de avaliagdo possui trés niveis hierarquicos: o nivel um, onde as
informagdes quimicas sdo testadas ecotoxicologicamente em laboratorio; o nivel dois, onde se
passa a escala de mesocosmo ou semi-campo € o nivel trés, que consiste de testes em campo.
A amplia¢do da escala de trabalho garante a relevancia ecologica, enquanto que a etapa de
laboratorio ¢ essencial para se determinar os fatores interferentes na ecotoxicidade.

Assim, uma boa avalia¢do de risco ecologico do uso de residuos, identificando pontos
biologicamente importantes pelo estudo dos efeitos em varios niveis biologicos, ¢
imprescindivel (ARTIGAS et al., 2012). Mesmo ndo sendo uma exigéncia legal no Brasil, as
analises de viabilidade — atualmente — seguem o viés da ecotoxicologia, sendo crescentes 0s
ensaios com organismos terrestres, integrando avaliagdes quimicas e bioldgicas na
caracterizagdo de substancias. O que garante um melhor entendimento da a¢do ambiental
dessa substancia, bem como das relagoes estruturais e de funcionamento dos ecossistemas.

A aplicagdo de modernas metodologias de alto rendimento eleva a quantidade e
qualidade dos dados para a avaliagdo de riscos; ainda, a aplicacdo de modelos melhorados —
que considerammultiplos estressores ou niveis bioldgicos — responde melhor em certos casos
de avaliacdo de risco (ARTIGAS et al., 2012). Comumente, o estudo de residuos sélidos
surpreende pesquisadores ao enquadrar-se em avaliagdes de estresse multiplo, afinal o foco de
estudo — definido com base na caracterizagdo quimica — acaba sendo o constituinte em
maiores concentracdes e potencial toéxico e, com os resultados dos ensaios descobre-se que
constituintes coadjuvantes fazem toda a diferenca.

Em relacdo a isso, Artigas et al. (2012) discutem que o estresse multiplo inclui as
alteragdes climaticas que afetam direta, ou indiretamente, o transporte € a exposi¢cdo dos
contaminantes; os limites fisicos e quimicos dos habitats de organismos que sdo definidos por
temperatura, salinidade, luz e nutrientes. Ou seja, estressores ambientais afetam os
organismos em conjunto com os contaminantes requerendo que esta nova condicdo seja
adequadamente avaliada. Contaminantes em baixas concentragdes promovem “estresses
colaterais”, propiciando outros estressores a afetarem os organismos. O ponto principal, neste
caso, ¢ dispor de metodologias descritivas e preditivas para interpretar a combinag¢do de
estressores € desenvolver planos experimentais para ensaios que integrem estresses fisicos,
quimicos e biologicos.

Deste modo, inimeros passos sdo requeridos para que a abordagem ecotoxicoldgica,
utilizando ensaios com organismos do solo, em estudos de disposi¢cdo de residuos identifique
3



os “constituintes-problema” da mistura, e seus efeitos isolados e conjuntos, cumprindo sua
funcdo prospectiva. Cada teste ecotoxicologico, assim como o organismo-teste, apresenta uma
maior sensibilidade a um tipo de material testado, sendo este o resultado que auxilia no
estabelecimento das doses a serem aplicadas ao solo, quando constatado beneficio, ou que
prescreve a necessidade de reduzir a toxidez para a disposicao.

2.3 Organismos Teste (Bioindicadores)

Desde a antiguidade, as respostas de organismos vivos a um dado estresse sdo
utilizadas para avaliar a qualidade do meio em que vivem (MAGALHAES &FERRAO
FILHO, 2008). Os ecossistemas respondem indireta ou diretamente aos efeitos de estressores
naturais, antrépicos ou modificados antropicamente. A indicacdo de fatores ambientais
bidticos ou abidticos através de sistemas biolodgicos ¢ chamada de bioindicacdo(LIMA,
2012).Na impossibilidade de se monitorar as diferentes espécies no ecossistema, faz-se uso de
um conjunto de bioindicadores para avaliar os efeitos ecotoxicoldgicos em um ecossistema
(ANDREA, 2008).

Para Abbot &Guijt (1999), um indicador transmite informacdes sobre complexos
processos, eventos ou tendéncias. Para Mitchell (1997)o indicador ¢ uma ferramenta que
permite obter informagdes sobre dada realidade, sintetizando informagdes complexas e
servindo como instrumento de previsdo. J& Beaudoux et al. (1993) afirmam que os
indicadores possibilitam medir e comparar, sendo ferramentas auxiliares na tomada de
decisdes e ndo métodos.

De modo geral, os bioindicadores possuem estreita correlagdo entre suas fungdes vitais
e os fatores ambientais, sendo empregados na avaliacdo de certa area. Tal defini¢do inclui,
conscientemente, a indicagdo de comportamentos naturais. Sendo assim, bioindicadores sdo
definidos como organismos ou comunidades que respondem a alteracdo ambiental
modificando suas fungdes vitais ou acumulando toxinas (LIMA, 2012), isto ¢, apesar de nao
morrerem, respondem a estas por meio de reagdes comportamentais ou metabolicas
mensuraveis, que indicam e refletem o grau de interferéncia no ambiente onde vivem
(ANDREA, 2008).

No caso da ecotoxicologia terrestre, toda a fauna edéfica esta intimamente ligada a
decomposic¢do e ciclagem de nutrientes. Por serem estes organismos sensiveis aos diferentes
impactos ambientais, além de bem correlacionados com as fung¢des do solo, tornam-se
fundamentais para a elucidagdo dos processos do ecossistema (DORAN &ZEISS, 2000). A
comunidade de invertebrados do solo, por exemplo, compdem ferramenta adequada a
avalia¢do do grau de perturbagdo do solo em fungao de atividades antropicas (KIMBERLING
et al., 2001; RUF, 1998), ou da intensificacdo do uso da terra. Desta forma, a analise da
diversidade e abundancia dos invertebrados do solo constitui a base para informagdes sobre a
integridade dos ambientes em que se encontram (LUTINSKI &GARCIA, 2005), auxiliando
na conservagao da biodiversidade.

E preciso, no entanto, escolher um minimo de propriedades e/ou variaveis de facil
avalia¢do, com aplicabilidade em diferentes escalas, capacidade de integragcdo, adequagdo ao
nivel de andlise da pesquisa, utilizacdo no maior nimero possivel de situacdes, sensibilidade
as variagdes de manejo e clima e possibilidade de medi¢des por métodos quantitativos e/ou
qualitativos (DORAN et al., 1998; USDA, 2001).

Os invertebrados do solo sdo o grupo animal que apresenta a maior diversidade de
espécies descritas. Sdo cosmopolitas, o que ¢ atribuido as caracteristicas estruturais e
fisiologicas que possibilitam sua adaptagdo a condi¢cdes ambientais bastante distintas (SILVA,
2009). Estes animais sdo sensiveis e produzem inumeras geracdes em pouco tempo,



respondendo as perturbagdes em seu habitat ¢ as mudangas na estrutura e fungdao dos
ecossistemas, sendo importantes na indicacdo da qualidade ambiental.

Dentre os organismos terrestres,destacam-se os seguintes:

a) Oligochaeta

Minhocas sdo organismos visiveis a olho nu (MEINICKE, 1983), saprofagos que se
alimentam de detritos organicos em diferentes estagios de decomposi¢do. Estando, assim,
associadas em maior nimero a solos ricos em matéria organica ou que possuam ao menos
uma camada superficial de himus (BARNES, 1984). Para sobreviver necessitam ainda de
adequado grau de umidade (MEINICKE, 1983).

De todo o material ingerido e preparado no seu intestino, menos de 10% ¢ assimilado
restando nas fezes muito material disponivel, e em diferentes niveis de processamento. Logo,
seus coprolitos sdo formados de agregados de terra e matéria organica digerida (KIEHL,
1985). Dai a coprofagia ser comum formando-se fezes cada vezmenores, que, pela perda de
agua e aglutinagao das particulas, originam agregadosestaveis ao longo dos anos (EDWARDS
&BOHLEN, 1996).

Por seus dejetos, excretas, secregdes e cadaveres, as minhocas interferemdiretamente
nas caracteristicas quimicas do solo e, indiretamente, pelo incremento da atividade de
microrganismos. Enquanto em transito intestinal omaterial digerido tem o numero de
bactérias eactinomicetos aumentado exponencialmente (EDWARDS et al., 1995).

Segundo Chan (2001), os oligochaetas edaficos podem ser divididos emcinco grupos
ecoldgicos em fungdo do ambiente:

o Espécies epigéicas - habitam o horizonte organico do solo oudreas com alto teor de
matéria organica e, geralmente, ndo constroemtineis. Tamanho reduzido (<15 cm).
Ex.: Eisenia fetida,

e Espécies anécicas - se alimentam e incorporam residuosorgénicos, constroem longos
tuneis verticais, e contribuem para astrocas gasosas e fluxo de dgua do solo. Tamanhos
maiores(>15 cm);

o Espécies endogéicas polihtimicas - se alimentam de solo com alto teorde M.O.,
habitam o horizonte A e constroem tuneis horizontais. Tamanho reduzido (<15 cm);

e Espécies endogé€icas mesohumicas - se alimentam de particulasorganicas e minerais
nos horizontes A e B. Tamanho médio(10-20 cm); e

o Espécies endogéicas oligohumicas - se alimentam em camadas demenor teor de M.O.,
habitando os horizontes B e C, constroemlongos tuneis horizontais. Tamanhos maiores
(>20 cm).

Em termos de contaminag¢do no solo sdo diretamente afetadas, ja que dependem da boa
qualidade desse ambiente. Ingerem grande quantidade de solo, representam a maior parte de
biomassa do solo e seu tecido de preenchimento (celoma) possui elevado potencial de
acumulagao de metais pesados (LIU et al., 2005). Além disso, ¢ um importante elo na cadeia
alimentar terrestre, servindo de recurso alimentar para uma grande variedade de animais
(HINTON, 1999), bem como na cadeia aqudtica, sendo alimento de peixes e outros
organismos.

A sua utilizagdo em testes ¢ reforcada, além do papel desempenhado na
macropedofauna, pela abundante presenga em solos tropicais e temperados (NAHMANTIet al.,
2007), pelo facil cultivo e reproducdo em laboratéorio (EDWARDS &BOHLEN, 1996;
NEUHAUSER et al., 1985). Afinal elas sdo procriadoras continuas. Seus ovos, contidos em
casulos, sdao depositados na superficie do solo ou em maior profundidade quando ha seca. A
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maioria das espécies produz casulos quando a temperatura, umidade, nutriente e outros fatores
ambientais sdo adequados. A producdo ¢ maior em temperaturas elevadas, € em temperaturas
muito baixas (aproximadamente 3°C) ndo se observa producdo. Algumas espécies do género
Eisenia e Octolasion entram em diapausa nos periodos secos, o que interrompe a produgao de
casulos (EDWARDS &BOHLEN, 1996).

b) Enchytraeidae

Familia também inserida na classe Oligochaeta, entretanto, participando do grupo da
mesofauna devido seu tamanho reduzido (2-40 mm de comprimento). Sdo oligoquetas tipicos
do solo e, assim como os representantes da classe, dependem da qualidade do solo. Possuem
quimiorreceptores sensiveis a substancias quimicas no ambiente, € vivem — preferencialmente
— nos primeiros cinco centimetros de solo. Alimentam-se de microrganismos (80%) e, em
menor quantidade,de matéria organica em decomposicao (20%).Geralmente, sua densidade
varia em fun¢@o do teor de umidade do solo, diminuindo em ambientes extremos — muito seco
ou encharcado; relacdo essa intensificada quando associada a temperatura e contetido e
matéria organica (DIDENN, 1993; AMORIM et al., 2005b).

Em florestas tropicais encontram-se até 23 mil individuos m? de 9-25 espécies
diferentes, enquanto em pastagens ocorrem de 500 individuos a 7 mil individuos m? divididos
em 6-12 espécies diferentes (ROMBKE, 2007). De acordo com Lock & Janssen (2003) e
Rombke (2003) estes organismos vivem em contato direto com a solugdo do solo e, portanto,
as vias dérmica, intestinal e respiratdria seriam as principais vias de exposi¢ao.

Sao hermafroditas com fecundagdo cruzada, mas algumas espécies se reproduzem por
partenogénese ou autofertilizacdo. Outra forma de reproducdo ¢ a fragmentacdo, onde cada
parte origina um novo individuo. Entretanto a forma de reproducgdo usual ¢ a sexuada, com
fertilizacdo e deposicio de casulos (JANSCH et al., 2005).

Os enquitreideos sdo organismos ecologicamente relevantes devido a atividade
decompositora e de bioturbacdo em solos de todo o mundo o que, associadoa caracteristicas
como o curto ciclo de vida, as faceis manipulagio e obten¢do da cultura, tornam-os
apropriados para estudos ecotoxicologicos (DIDENN, 1993; NOVALIS et al., 2009; CASTRO-
FERREIRA et al., 2012).

c) Collembola

Sao pequenos artropodes, apteros, encontrados em todo o mundo(BELLINGER et al.,
2010). Amplamente difundidos e abundantes, alcangam densidades de dezenas a centenas e
milhares por metro quadrado nos primeiros centimetros da superficie do solo; sao
partenogénicos ¢ integram os ecossistemas edaficos sendo vulnerdveis a contaminagdo do
solo(CULIK et al., 2002; FONTAIN & HOPKIN, 2005).

Sao constituintes da mesofauna do solo e pe¢a chave na decomposicdo da matéria
organica, sendo considerados por Zeppelini Filho &Bellini (2004) catalisadores do processo
de ciclagem de nutrientes. Podem sobreviver na serrapilheira, em arvores, no litoral marinho e
na dgua doce (BELLINGER et al., 2010).

Apesar do avango de estudos, no Brasil e no mundo,que envolvam diversidade de
colémbolos no solo, a grande limitacdo ainda ¢ a falta de taxonomistas disponiveis e de
metodologias adequadas para captura destes organismos (SAUTTER & SANTOS, 1991;
SAUTTER et al., 1998; CULIK & ZEPPELINI FILHO, 2003; PONGE et al., 2003; SOUZA
et al., 2004;ZEPPELINI FILHO &BELLINI, 2004; CUTZ-POOL et al., 2007). Ainda assim,
F. candida tem sido usado como um organismo-teste em ensaios padronizados hd mais de 40
anos, pois sdo de facil manutencdo em colonias de laboratério com uma dieta de levedura
granulada seca (FOUNTAIN & HOPKIN, 2005).



2.4 Atividade Petrolifera: Geracao de Residuos e Gerenciamento

A exploragdo do petrdleo teve inicio nos Estados Unidos, no século XIX. Thomas
(2001) afirma que na década passada o petrdleo ja era uma das principais fontes de energia no
mundo e que seus derivados sdo cada vez mais utilizados. Com isso, o petréleo, além de
produzir combustivel, passou a ser imprescindivel as facilidades e comodidades da vida
moderna. A descoberta do Pré-Sal deixa o Brasil em posi¢do de destaque no cenario mundial,
ficando entre os maiores produtores de petroleo do mundo.

Embora a sociedade e os cientistas estejam conscientes da necessidade de mudanca da
matriz energética atual, prevé-se que ainda para as proximas décadas, o petroleo se mantenha
como a principal fonte de energia (GOLDEMBERG & VILLANUEVA, 2003). Apesar de
gerar vantagens sociais e econdmicas, a produgdo do petréleo também gera riscos ambientais
(TEIXEIRA& KAI 2007).

A perfuragdo de um pogo ¢ feita continuamente e se encerra quando metasde producao
pré-definidas sio atingidas. E uma atividade de alto risco tecnoldgico, devido apossibilidade
de ocorréncia de acidentes industriais (THEOBALD& LIMA, 2005). Outro problema ¢ a
geracdo de residuos, dentre os quais merece destaque o cascalho e seu potencial poluente, em
funcao do fluido utilizado (DIAS et al., 2004).

Para Fam et al. (2003), os fluidos de perfuragdo sdo misturas de diferentes
componentes, em que cada um deles acrescenta certas propriedades aos fluidos. Em
perfuracdes rotatdrias, as principais fungdes desempenhadas pelo fluido de perfuragao sao:

e Melhorar a taxa de penetracao;

e Resfriar, limpar e lubrificar a broca;

e Controlar as pressdes de formagao;

e Dar estabilidade as paredes do poco;

e Transferir poténcia hidraulica a broca;

e Limpar o fundo do pogo dos cascalhos gerados pela broca e transporta-los até a
superficie;

e Manter os cascalhos suspensos durante as paradas de circulagdo.

Enquanto se processa a perfuracdo todo o material triturado pela broca vem a
superficie misturada com o fluido de perfuracdo, isto ¢, durante a perfuragdo dos pogos o
fluido contendo substancias toxicas acaba liberando-as no cascalho (POZEBON et al., 2005),
sendo uma das principais influéncias dos teores dessas substancias nos residuos de perfuragao
(MELTON et al., 2000). Diante desse quadro, estudos sdo realizados na tentativa de conhecer
o comportamento dos contaminantes presentes nestes residuos, € assim solucionar eventuais
problemas pela disposi¢do inadequada no solo.

No Brasil, apesar de Cavalcanti (1998)afirmar que a preocupagdo com a gestdo e
gerenciamento de residuos solidos ¢ antiga, a discussdo sobre a disposicao de residuos se
iniciou apenas no final da década de 80, avancando lentamente com o passar dos anos. Dados
literarios citam que até o inicio dos anos 70 priorizava-se apenas a disposi¢ao do residuo e,
posteriormente, a recuperacdo e reciclagem dos materiais (BROLLO &SILVA, 2001; SENAI,
2003; ALVARO et al., 2010).

Recentemente foi publicada pelo Conselho Nacional de Meio Ambiente a Resolucao
n.420/2009, que dispde sobre “critérios e valores orientadores de qualidade do solo quanto a
presenca de substancias quimicas e estabelece diretrizes para o gerenciamento ambiental de
dreas contaminadas por essas substdncias em decorréncia de atividades antropicas”
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(CONAMA, 2009). Quanto a avaliacao do potencial de toxicidade das substancias, o Art. 27 §
1° relata que fica a critério do 6rgdo ambiental competente a defini¢do da avaliagdo de risco
ecoldgico utilizada para o gerenciamento do possivel risco ambiental.

Infelizmente, para muitos, o gerenciamento de residuos envolve apenas a aplicagdo de
tecnologias para tratamento, porém em diversos paises a filosofia difundida e empregada na
gestdo e gerenciamento de residuos ¢ a da busca pela minimiza¢do do uso de recursos na
fonte, com praticas ambientalmente seguras; reuso; reciclagem; e a recuperacao de materiais e
do contetido energético dos residuos, de modo que sejam menores os volumes para tratamento
e disposi¢do (EIGHMY & KOSSON, 1996; HIELMAR, 1996; SAKAIL 1996; VEHLOW,
1996; ADAMS et al., 2000; BAI & SUTANTO, 2002; CABRAL, 2013).Assim as empresas
buscam alternativas vidveis e rentaveis para gerenciar (dispor e/ou tratar) os residuos gerados.
Afinal, poluentes em potencial deixam de ser uma preocupagdao quando convenientemente
tratados e adequadamente dispostos ou reciclados (SOUZA & LIMA, 2002).

2.5 Pontos Criticos do Residuo

Sabendo que durante a perfuragdo o material triturado pela broca ¢ trazido a superficie
junto com o fluido de perfuracdo e que, segundo Fam et al. (2003), os fluidos de perfuracao
sdo misturas de diferentes componentes, ¢ importante caracteriza-los. O residuo de perfurago
contém quantidades significativas de componentes, com destaque para a baritina (BaSQOy), o
sal (NaCl) e, em alguns casos, os hidrocarbonetos (isentos de poliaromaticos).

Os “compostos destaques” sdo encontrados em maiores concentragdes e, apesar de nao
serem 0s Unicos agentes causais de qualquer problema ambiental sdo os que recebem atengado
quando se pensa em avaliar o reuso do material mineral e inorganico oriundo das perfuragdes.
Estudos anteriores como os de Magalhdes (2011), Machado (2012), Sampaio Junior (2012)
indicaram que tais residuos, quando inadequadamente dispostos nos solos elevaram as
concentragdes dos elementos bario e sodio, mas que o bario se apresentava em forma de baixa
solubilidade ocasionando problemas apenas em altas concentragdes ¢ condigdes extremas de
reducdo. Concluiram entdo que,dentre os elementos que constituem os residuos, o maior
limitante era o sédio.

2.5.1 A salinidade e o sodio

A presenga de elevadas concentracdes de sais soluveis caracteriza a salinidade, sendo
os principais ions relacionados o Na', Ca’, Mg2+, K', CI, SO,~, HCO5, CO;* e NO;y
formando sais de cloretos, sulfatos, nitratos, carbonatos e bicarbonatos. Esses sais podem
estar relacionados ao intemperismo do material de origem; a 4gua do mar ou deposicao de
sedimentos marinhos(regides costeiras); a variagdo do nivel do lengol freatico salinizado
(ascensdo capilar); a utilizacdo de agua de irrigacdo com elevados teores de sais; a
aplicagdo/disposi¢do de residuos com elevados teores de sais (MEDEIROSetal.,2010;

CARMONA et al., 2011).

Sendo o NaCl, um sal soluvel, constituinte do fluido de perfuragdo usado na industria
petrolifera torna-se importante avaliar a seguranca ambiental dos residuos oriundos dessa
atividade. Pois a salinidade afeta propriedades fisico-hidricas e quimicas do solo; o
crescimento e o desenvolvimento vegetal; e a biota do solo.

A maioria dos estudos existentes contempla os efeitos da salinidade sobre as
propriedades edaficas e o crescimento vegetal, porém informagdes dos efeitosdo Na em
invertebrados do solo sdo esparsas (YUAN et al., 2007). Esses organismos sdo extremamente
sensiveis as alteragdes ambientais, sendo utilizados na ecotoxicologia como indicadores da
qualidade e/ou do distarbio ambiental, pois apresentam respostas rapidas, consistentes e
passiveis de comparagao, bem como reprodugdo em diversos locais, desde que usado um solo

padrdo, geralmente, um solo artificial.
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2.5.2 O sddio no sistema solo-planta

A salinidade do solo ¢ um problema em regides aridas e semiaridas havendo, ainda,
impacto sobre a producdo agricola (VILLA et al., 2009). Em relagdo as plantas, os sais mais
nocivos sao os cloretos e os sulfatos de sédio e de magnésio (soluveis) (CARMONAet al.,
2011).

Deve-se considerar também a lixivia¢do, j4 que esses sais podem atingir o lencgol
freatico comprometendo a qualidade da aguae o fato da salinidade em solos aumentar a
biodisponibilidade de metais. Keshavarz et al. (2006), trabalhando em solos naturais da Asia e
Parkpian et al. (2002) — avaliando lodo de esgoto — encontraram valores para zinco extraivel
por DTPA maiores conforme o aumento da salinidade, apesar de ndo se saber ao certo como
este aumento impacta a biota do solo (OWOJORI et al., 2008).

Sais em excesso afetam propriedades fisicas e quimicas do solo. O Naaumenta a
espessura da dupla camada i6nica difusa, expandindo e dispersando as argilas, o que reduz a
porosidade, a permeabilidade e a aeracdo. Isto €, os sais afetam a agregacdo do solo pela
interagdo eletroquimica existente entre cétions e argila, levando a dispersdo e obstruindo
poros, o que afeta a permeabilidade, a condutividade hidraulica e, indiretamente, a
germinagdo de sementes, o crescimento radicular e vegetal, e a aeragdo. A salinidade pode
afetar também a fertilidade, alterando a biodisponibilidade dos elementos, promovendo
desbalancos nutricionais ou toxidez as plantas (FASSBENDER & BORNEMISZA, 1987;
RENGASAMY & OLSSON; van RAIJ, 1991; NOBLE & ROGERS, 1993; SANTOS, 1995;
RHOADES et al., 2000; IRVINE & REID, 2001; DEMUELENAERE, 2004; MEDEIROS et
al., 2010; AMIRJANI, 2011).

Segundo Dias & Blanco (2010), pequenas concentracdes salinas elevam o pH da agua,
afinal conforme se eleva a salinidade, o pH reduz. Em valores de condutividade elétrica
maiores que 5 dS m™ o pH das 4guas ¢ neutro. Os autores sugerem que 0 mesmo Ocorre com a
solugdo do solo, dependendo das caracteristicas edaficas. O excesso de sais soluveis eleva o
potencial osmoético, danifica e causa morte em plantas, fazendo com que — mesmo em solos
umidos — a planta ndo absorva agua (seca fisioldgica), podendo até perdé-la para o meio
adjacente (plasmolise) (GARCIA &VAQUEIRO, 2001; DIAS &BLANCO, 2010). Assim, a
salinidade interfere no desenvolvimento das culturas, reduzindo tanto a capacidade produtiva
das plantas quanto a qualidade final dos produtos vegetais (AMIRJANI, 2011).

A absor¢do de sais promove danos citoplasmaticos, lesiona bordaduras e apices
foliares, por onde a planta transpira, causando acumulo dos sais translocados do solo, toxidez
e reducdo dos rendimentos da cultura. Os problemas de toxidez agravam os de salinidade, ou
permeabilidade. Os sintomas podem surgir em qualquer cultura quando as concentragdes
salinas internas sdo elevadas ou estiverem acima dos niveis de tolerancia. Ha, também, efeitos
indiretos quando altas concentragdes de sodio, ou outros cations em solucdo, alteram
caracteristicas fisicas do solo e/ou a disponibilidade dos elementos (ex.: carbonato de sodio,
que altera o pH), interferindo no crescimento e desenvolvimento das culturas (DIAS
&BLANCO, 2010).

Apesar da limitagdo hidrica no solo, as plantas respondem de forma diferente ao
estresse, sendo tolerantes — capazes de absorver a agua retida a maiores tensdes — ou ndo. O
mecanismo de tolerancia altera a concentragdo interna de sais e permite a absor¢do de agua
pelas raizes, esse processo ¢ conhecido como ajuste osmoético. Plantas incapazes de realizar o
ajuste sofrem perda de turgor e estresse hidrico por osmose (DIAS &BLANCO, 2010).

2.5.3 Alteragdes metabolicas em vegetais

A presenga de sais na solug@o do solo reduz a absor¢ao de 4gua; a permeabilidade e o
crescimento radicular e aumenta o acumulo salino no tecido vegetal,inibindo processos
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metabolicos e fisiologicos (FURTADO, 1998; DIAS &BLANCO, 2010), tais
comprometimentos metabolicos e fisiolégicos causam a morte.As reacdes metabolicas de
assimilagdo de CO,, sintese de proteinas, respiragdo, reagdes enzimaticas ¢ conversao de
fitorménios (SHANNON, 1997) s3o algumas das afetadas, alterando a disponibilidade
energética de manuten¢do do crescimento (MUNNS & TERMAAD, 1986). Contudo, os
mecanismos prejudiciais do estresse salino ainda sdo discutiveis devido a sua complexidade
(DIAS &BLANCO, 2010).

Algumas causas da redugdo do crescimento vegetal sdo os efeitos toxicos dos ions
absorvidos e os efeitos adversos sobre a homeostase i0nica, balango hidrico, nutrigdo mineral,
metabolismo do carbono fotossintético, e o gasto energético para ajuste osmotico (HENRY &
JOHNSON, 1977; CHHABRA, 1996; ZHU, 2001; MUNNS, 2002; MACEDO et al., 2005).
A saturacdo do complexo de troca pelo Na cria condigdes desfavoraveis ao crescimento
vegetal, além de promover distirbios nutricionais (USSL Staff, 1954; OLIVEIRA, 2001).
Resultados que corroboram a afirmativa foram observados em espécies de grama
(ALSHAMMARYet al., 2004), tomateiro (ROMERO-ARANDA et al., 2001) e plantas de
feijdo (GOUIA et al., 1994). A semelhan¢a desses resultados evidencia que a reducdo do
crescimento vegetal ¢ uma resposta a presenga de sais, ja que em elevadas concentragdes
salinas a expansdo celular diminui pelo acimulo na parede celular, o que reduz o turgor e,
consequentemente, o crescimento (MACEDO et al., 2005).

Nessa otica, a salinizagdo € um ponto critico para a produ¢ao vegetal. Porém algumas
plantas desenvolveram mecanismos de tolerdncia a salinidade, que segundo Tester
&Davenport (2003) podem ser por: tolerdncia individual de células, por exemplo,
compartimentacao intracelular; ou controle de absor¢ao e transporte interno de sais, acimulo
de Na no interior da planta.

A tolerancia das plantas ¢, também, fung¢do do estado nutricional, uma vez que
elevadas concentracdes de NaCl na solugdo do solo depreciam a absor¢do radicular de
nutrientes — especificamente — K e Ca, interferindo nas fungdes fisioldgicas (ZHU, 2001;
YOSHIDA, 2002). Assim, genotipos vegetais capazes de manterem baixas concentragdes de
Na e altas de K e Ca em seus tecidos sdo um ponto chave para tolerancia a salinidade (DIAS
&BLANCO, 2010). Outra vantagem adaptativa ¢ a capacidade dos genotipos excluirem Na da
raiz, aumentando a relagdo K/Na e expressando a alta tolerancia aos sais (YOSHIDA, 2002;
ZHU, 2002). Além desses, outros ions podem se relacionar ao nivel de tolerancia das culturas
a salinidade, mas um fato irrefutavel é que plantas adequadamente nutridas sdo mais
tolerantes (DIAS &BLANCO, 2010).

De acordo com a resposta ao estresse salino as plantas sao classificadas em glicéfitas,
que sdo menos tolerantes a a¢do dos sais; e haldfitas, que se ajustam osmoticamente as
condi¢des e sobrevivem em meio extremamente salinizado. O mecanismo de tolerancia, ajuste
osmotico, acumula sais nos vacuolos de células foliares, minimizando a concentragdo no
citoplasma, e ndo interferindo em processos enzimaticos ou na hidratacdo das proteinas
celulares (DIAS &BLANCO, 2010).

Dias &Blanco (2010) afirmam que as haldfitas necessitam de, cerca de, 15 gL’
'deNaCl, o equivalente a metade da concentragio da agua do mar, para completar seu ciclo
fenoldgico. Essas plantas recriam o equilibrio osmético, € no ajuste osmotico nao existe fluxo
entre compartimentos na membrana que separa citoplasma e vacuolo, mesmo com o gradiente
de concentracdo, sendo o ajuste obtido com substancias compatibilizadas com as enzimas e 0s
metabolitos ali presentes (DIAS &BLANCO, 2010), Essas substiancias sdo, em geral,
compostos organicos nitrogenados ou agucares como o sorbitol (LAUCHI &EPSTEIN, 1984).
Culturas sensiveis excluem os sais na absor¢ao de agua, mas nao realizam o ajuste osmoético
sofrendo com a perda de turgor e estresse hidrico (DIAS &BLANCO, 2010).
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2.5.4 Interaciao com a biota do solo

Geralmente, a salinidade afeta o rendimento agricola e a biota benéfica do solo,
causando prejuizos financeiros. A salinidade interfere no crescimento e a sobrevivéncia de
microrganismos (LIPPI et al., 2000; YUAN et al., 2007; IWAY et al., 2012), plantas
(RAMOLIYA et al., 2004; KADUKOVA & KALOGERAKIS, 2007) e os animais do solo.
Um fato, amplamente conhecido, ¢ que a salinidade interfere em diversos ecossistemas na
distribuicdo e abundancia de minhocas (LEE, 1985).Conforme citado anteriormente, poucos
trabalhos relatam os efeitos da salinidade sobre comunidades edaficas e, quando o fazem, os
dados sdo coletados em experimentos de laboratorio com solos artificiais e substancias
sintéticas (FISCHER & MOLNAR, 1997; OWOJORIet al., 2008), dificultando a extrapolagdo
dos resultados para condi¢des de campo.

Como exemplos de estudos foi verificado que a toxidez do NaClpara Eisenia fetida ¢
menor em solo natural compostado que em solo artificial (ROBIDOUX & DELISLE, 2001).
Comparando os resultados obtidos em campo (OWOJORI & REINECKE, 2010) com os
obtidos em laboratorio (OWOJORI et al., 2009a) observa-se que a sobrevivéncia de
Aporrectodea caliginosa foi afetada em niveis menores a campo (0,3 dS m') que em
laboratério (a partir de 1,33 dS m™), sinalizando a importancia do uso de solos naturais na
avaliagdo dos efeitos da salinidade nos organismos. Por outro lado, ensaios laboratoriais
produzem respostas consistentes se forem usados solos da area de estudo, contaminados ou
nao (OWOIJORI et al., 2009a).

Os invertebrados do solo tem sensibilidade varidvel aos poluentes (LOCK
&JANSSEN, 2001a, b; AMORIMet al., 2005a), dependendo das funcdes de alimentacao e
ambiental, o que ndo permite a extrapolagdo para outros organismos que desempenhem papeis
distintos no solo. Assim, o efeito da salinidade deve ser avaliado em organismos que ocupem
diferentes niveis da cadeia alimentar (diferentes alimentagdes, habitats, posigdes
taxonomicas) (OWOJORI et al., 2009b).

Osefeitos da salinidade no tamanho, atividade e estrutura dacomunidade
microbioldgicaemsolos afetados porsaisforam investigados por Yuan et al. (2007), na China.
Onzesolos apresentando gradiente de condutividade elétrica foram selecionados (0,32-
23,05mS cm™) e as analises determinaram relagdo exponencial negativa significativa entre
condutividade elétrica e C da biomassa microbiana; o percentual de C organico presente no
solo sob a forma de C da biomassa; N da biomassa microbiana; N da biomassa microbiana na
proporcao N total; respira¢do basal do solo, dentre outras variaveis. Os resultados mostraram
a depreciagdo da comunidadepromovida pela salinidade, ou seja, o aumento da salinidade
propiciou uma comunidade microbiana estressada, metabolicamente deficiente e defasada.
Assim, a salinidade foi um fator estressante para os microrganismos do solo.

Para avaliar as propriedades do solo e a atividade microbiana em solos naturalmente
afetados por sais, no nordeste da Tailandia,Iwayet al. (2012)coletaram solos de nove locais
distintos que apresentavam condutividade elétrica da pasta saturada varidveis e observaram
relacdes exponencialmente negativas e significativas entre a condutividade elétrica da pasta
saturada e os indicadores de atividade microbiana, sugerindo a interferéncia da salinidade na
atividade microbioldgica do solo.

Atualmente as informagdes sobre efeitos da salinidade em espécies de minhocas
ediversos substratos vém crescendo, apesar de ndo existir — ainda — um protocolo de qualidade
do solo visando a prote¢do dos invertebrados contra ions salinos (OWOJORIet al., 2008).
Existem relatos de que concentragcdes de NaCl maiores que 0,5%, em base timida, sdo
prejudiciais para minhocas em lamas ativadas (HARTENSTEIN et al., 1981), enquanto
Fischer & Molnar (1997) verificaram que a partir de 100 mM de NaCl, em adubos organicos e
turfa, a mortalidade de minhocas foi afetada; ja a reproducdo foi inibida na mesma
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concentragdo. O crescimento foi reduzido em concentragdes em torno de 60 mM de NaCl. Ja
Bright & Addison (2002), avaliando um numero minimo de minhocas, em solo artificial
obtiveram concentragdes efetivas (CEsps) de 4681 (crescimento) e 1884 mg kg'1 de NaCl
(reprodugdo); derivando os valores os autores obtiveram uma concentragdo letal (CLyy) de
5534 mg kg™ de NaCl.

Analisando os efeitos combinados da salinidade e do zinco, ou cobre em minhocas
Eisenia fetida, Owojori et al. (2008; 2009a) relataram nos estudos com zinco,que nas doses de
NaCl testadas (1- controle, 2- 1000, 3- 2000, 4- 4000°, 5- 6000 e 6- 8000 mg kg'1 de NaCl por
massa seca de solo) ndo houve mortalidade para o controle ou os tratamentos trés e quatro,
porém houve mortalidade total para o tratamento seis; assim, a CLsy, apos 28 dias de
experimento, foi de 5436 mg kg de NaCl. No entanto, ndo houve produgdo de casulos a
partir do tratamento quatro. O CEsg para reproduc¢do foi de 2020 mg kg'1 de NaCl, enquanto o
CEso para crescimento foi de 4985 mg kg™ de NaCl. Logo, houve efeitos adversos sobre a
mortalidade, o crescimento e a reprodugdo desta espécie de minhocas, sendo a reproducdo o
parametro mais sensivel.

Tais resultados evidenciam que as minhocas sdo afetadas em concentragdes ditas
seguras para plantas, de acordo com as faixas de condutividade elétrica propostas por Sumner
(1995) e Schoeneberger et al. (2002). Contudo, para proteger os organismos edaficos sdao
necessarios estudos abrangentes que contemplem diversos niveis troficos, representando
assim uma maior diversidade da biota do solo. Ainda neste estudo,Owojoriet al. (2008;
2009a) realizaram testes conjuntos com NaCl e ZnCl, (cloreto de zinco), onde o efeito
combinado (salinidade + zinco) foi agravado, quando comparado a exposi¢ao das minhocas a
apenas uma das substancias, demonstrando que o sinergismo entre NaCl e ZnCl, ¢ prejudicial
aos organismos. Nos estudos combinados com cobre — Owojoriet al. (2009a) ndo detectaram
mortalidade em ambos os testes (substancias individuais € combinadas), mas varia¢des de
peso e producdo de casulos foram observadas em NaCl e Cu; quando combinadas, as
substancias agravaram os efeitos sobre estas varidveis. Os efeitos da salinidade, pelo aumento
nas concentracdes de NaCl, sobre a toxicidade do Cu sdo aditivos, mas — especialmente —
dependente das concentragdes de ambas.

Estudando o comportamento de fuga de duas minhocas ecofisiologicamente diferentes
(Eisenia fetida e Aporrectodea caliginosa) em solos salinos — natural e artificial — Owojori &
Reinecke (2009) observaram que em ambos os solos, nenhuma das espécies morreu ou fugiu
das unidades experimentais ao longo dos testes. O solo artificial recebeu as seguintes doses de
NaCl: controle, 500, 1000, 2000 e 4000 mg kg'l, que correspondem a CEs de 0,12; 0,26; 0,43;
0,77 e 1,21 dS m'l, respectivamente. O solo naturalmente salino teve a CE ajustada para 0,08;
0,30; 0,52; 1,03 ¢ 1,33 dS m™". Os resultados indicaram que no solo artificial a CEs para fuga
de A. caliginosa foi de 667 mg kg de NaCl, menor que para E. fetida(1164 mg kg™), no solo
natural a CEsg para fuga de 4. caliginosa foi de 0,26 dS m™, ainda menor que os 0,56 dS m™
para E. fetida. Ou seja, A. caliginosa mostrou uma maior fuga a salinidade que a E. fetida,
independente do tipo de solo usado. Quando contrastados com dados literarios, os valores de
CEsp para fuga foram iguais ou menores aos de reproducgdo, considerada a varidvel mais
sensivel no ciclo de vida das minhocas. Os resultados permitem o uso de testes de fuga como
método de triagem para os demais ensaios, por indicarem os primeiros efeitos do estresse
salino sobre as fung¢des de habitat dos solos.

Em contrapartida Owojori et al. (2009b), em estudo comparativo dos efeitos da
salinidade no ciclo de vida de quatro espécies que habitam o solo (Folsomia candida,

2 . .
Doses de NaCl de um a quatro foram usadas nos ensaios combinados com cobre.
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Enchytraeus doerjesi, Eisenia fetida e Aporrectodea caliginosa), relataram que o solo
naturalmente salino, com CE variando de 0,08-1,62 dSm™ e no qual os organismos foram
mantidos por 28 dias, ndo causou mortalidade significativa de E. doerjesie F. candida, mas
afetou a capacidade reprodutiva a partir de 1,03 dS m™; a nulidade reprodutiva de E. doerjesi
foi observada em CE de 1,31 dS m'l, enquanto para F. candida em 1,62 dS m'. E. fetida e A.
caliginosa tiveram a sobrevivéncia afetada acima de 0,92 e 1,31 dS m™, respectivamente, ja a
mortalidade total se deu em valores de CE de 1,31 e¢ 1,62 dS m'l, respectivamente. As
minhocas produziram casulos apenas nos controles; o crescimento de A. caliginosa foi
comprometido na CE de 0,52 S m'l, jd o de E. fetida em 1,03 dS m’. Os resultados indicam
que as minhocas s3o indicadoras de estresse salino, mas outros individuos devem ser
estudados, garantindo a robustez dos dados.

Os efeitos (em curto prazo) de estressores naturais (cheias e secas) e antropogénicos
(cobre e salinidade) em minhocas — Aporrectodea caliginosa — em condigdes de campo
(microcosmos ao ar livre) foram avaliados por Owojori & Reinecke (2010). O experimento
foi executado em agosto/setembro (inverno) e novembro/dezembro (final da primavera) para
garantir a exposicdo as condi¢des ambientais distintas, sendo os microcosmos preenchidos
com solo com CE variando de 0,08-1,05dSm™’. Em ambas as estacdes, os efeitos
combinados da salinidade ¢ do Cu, ou o efeito individual do Cu ndo alteraram
significativamente a sobrevivéncia de minhocas aos 14 e 28 dias, ou a massa corporal. Houve
efeito individual da salinidade na sobrevivéncia nas avaliagoes ao 14° ¢ 28° dias, em ambas as
épocas (inverno e primavera), porém no inverno a alteragdo foi observada em CE de
1,05 dS m™ e na primavera foram detectados efeitos na sobrevivéncia a partir de 0,3 dS m™.

Em relacao as alteracdes de massa corporea, a salinidade — no inverno — influenciou-as
significativamente no 14° dia (controle ¢ 1,05 dS m™). Na primavera o efeito combinado da
salinidade e do Cu foi significativo no 14° dia para a CE de 0,3 dS m'l, entretanto esta
diferenca nao foi mantida no 28° dia. A salinidade alterou, individualmente, a massa de
minhocas nos dias 14 ¢ 28 em CE a partir de 0,3 dS m™. Ndo houve atividade reprodutiva em
qualquer tratamento, na primavera. Poucos casulos foram encontrados, durante o inverno, no
28° dia e apenas nos microcosmos com menores valores iniciais de CE (0,08 dSm™). Os
resultados indicam que, em zonas temperadas do sul, o estresse salino ocorre na primavera
(seca) e ndao no inverno (cheias). As diferengas entre os efeitos da salinidade — nas duas
épocas de estudo — evidenciaram que as variagdes ambientais sazonais influenciam, sim, a
toxidez das substancias quimicas para os organismos, devendo-se considera-las em avaliagdes
ambientais nao s6 de salinidade, mas de outras substancias (OWOJORI & REINECKE,
2010).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencio do Residuo e Preparo de Amostras Compostas

A coleta dos residuos foi realizadapor equipamento de recuperagao do fluido de
perfuragdo (Secador, Centrifuga I e Centrifuga II) e ocorreu de modo a se obter amostras
simples representativas de cada equipamento (Figura 1). O residuo ¢ oriundo do pogo 7-MGP-
98-D-BA, no campo de Miranga, na Bacia do Recdncavo, municipio de Pojuca, estado da
Bahia, cuja finalidade era a producdo de 6leo.A amostragem foi feita na calha de saida de
cada um dos equipamentos com a utilizagdo de uma pa.

Uma vez coletado, o residuo foi acondicionado em sacos plasticos identificados, que
foram postos em sacolas de nylon e cobertos com lona para evitar a exposicao ao sol e a
chuva. Posteriormente, as amostras foram encaminhadaspara a area de preparo de amostras do
Departamento de Solos, da UFRRJ em Seropédica — RJ, onde foram preparadas e misturadas,
formando assim, uma amostra composta para cada equipamento.

Figura 1.A - Cascalho de perfuracio na calha de saida do material e B -
acondicionamento das amostras.

O pogo 7-MGP 98-D BA resultou em um numero total de 40 amostras simples para o
Secador (Modelo Vert G) e 40 amostras simples para a Centrifuga I. Para a Centrifuga II (que
¢ utilizada para reduzir a densidade do fluido de perfuragdo), foram coletadas 17 amostras
simples. Neste pogo, foi gerado um total de 349,91 m’ de cascalho, detalhado por fase e por
equipamento na Tabela 1.

As informacgdes referentes as amostras simples e geracdo de amostras compostas do
Secador e da Centrifuga I, para o pogo 7-MGP-98D-BA, constam no Anexo A, enquanto as
informagdes referentes as amostras simples e geragdo das amostras compostas da Centrifuga
I, para o poco 7-MGP-98D-BA, constam no Anexo B.As amostras simples do pogo
originaram amostras compostas, seguindo o critério das diferentes fases de perfuracdo e
sequéncia litologica e, também, dos diferentes equipamentos de recuperagao de fluido, além
de situacdes inerentes a perfuracgao, tais como diminui¢do da densidade do fluido. As amostras
foram homogeneizadas e, apds o seu quarteamento, coletou-se a amostra composta. Foram
geradas sete amostras compostas para o SecadorVert-G, setepara a Centrifuga I, e duas para a
Centrifuga II, totalizando 16 amostras que foram enviadas ao laboratério credenciado
(Analytical Solutions, no Rio de Janeiro) para caracterizacao.
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Tabela 1.Resumo dos volumes gerados por fase de perfuragdo e equipamento no pogo
7-MGP 98-D BA.

Fase I 0 — 570 metros
Volume gerado Volume total

) o o
Equipamento/Modelo (m’) (m’) % Total % Oleo
Secador (Vert G) 126,08 91,41 4,2

Centrifuga I 10,65 137,92 7,72 15,9
Centrifuga II 1,27 0,87 -
Fase II 570 — 1.600 metros
Equipamento/Modelo Volurzlr;%erado Volu(ﬁgz)total % Total % Oleo
Secador (Vert G) 107,65 82,37 4,8

Centrifuga I 22,02 130,68 16,85 9,1
Centrifuga II 1,01 0,78 -
Fase III 1.600 — 2.853 metros
Equipamento/Modelo Volurzlr;%erado Volu(ﬁgz)total % Total % Oleo
Secador (Vert G) 64,32 79,18 3,6
Centrifuga I 6,79 81,23 8,36 -
Centrifuga Il 10,12 12,46 8,8

Total de cascalho gerado = 349,91 m’

O residuo de perfuragao foi caracterizado, a partir de amostras compostas, segundo a
Norma Técnica NBR 10004 (Residuos solidos — Classificagdo), tendo como prescricdes a
NBR 10005 — Procedimento para obtengdo do extrato lixiviado de residuos so6lidos (ensaios
de lixiviacao) (Tabela 2 e Tabela 3), onde foram classificados como Residuos Classe I1: Nao
Perigosos. E a NBR 10006 — Procedimento para obtenc¢ao do extrato solubilizado de residuos
solidos (ensaios de solubilizacao) (Tabela 4 e Tabela 5), se enquadrando a classe de Residuo
Solido Nao Perigoso, Nao Inerte (Classe IIA)(ABNT, 2004).

15



Tabela 2. Resultado do ensaio de lixiviagdo — ABNT/NBR 10005:2004, nas
amostras compostas de cascalho de perfuracio provenientes do Secador (mg L™).

. 1* Secador 2% Secador 6 Secador 7*Secador
Lixiviado VMP 1S 23 6S 7S
Inorganico
Arsénio 1,0 N.D. N.D. N.D. N.D.
Bario 70,0 1.145 1.314 1.397 2.496
Cédmio 0,5 N.D. N.D. N.D. N.D.
Chumbo 1,0 N.D. N.D. N.D. N.D.
Cromo total 5,0 N.D. N.D. N.D. N.D.
Fluoreto 150,0 0,24 0,29 N.D. 0,31
Mercurio 0,1 N.D. N.D. N.D. N.D.
Prata 5,0 N.D. N.D. N.D. N.D.
Selénio 1,0 N.D. N.D. N.D. N.D.
Pesticidas
Aldrin 0,003
Dieldrin 0,003
Clordano (isdmeros) 0,02
DDT 0,2
DDD 0,2
DDE 0,2
2,4-D 3,0
Endrin 0,06
Heptacloro 0.003 N.D. N.D N.D. N.D.
Heptacloro epoxido 0,003
Lindano 0,2
Metoxicloro 2,0
Pentaclorofenol 0,9
Toxafeno 0,5
2,4,5-T 0,2
2,4,5-TP 1,0
Outros Orgénicos
Benzeno 0,5 N.D. N.D. N.D. N.D.
Benzo(a)pireno 0,07 N.D. N.D. N.D. N.D.
Cloreto de vinila 0,5 N.D. N.D. N.D. N.D.
Clorobenzeno 100 N.D. N.D. N.D. N.D.
Cloroférmio 6,0 0,0070 0,0220 0,0060 0,0060
Cresol total 200,0 0,0004 0,0014 0,0078 0,0045
o-cresol 200,0 0,0004 0,0005 0,0016 0,0012
m-cresol 200,0 N.D. 0,0003 0,0029 0,0019
p-cresol 200,0 N.D. 0,0006 0,0033 0,0013
1,4-diclorobenzeno 7,5 N.D. N.D. N.D. N.D.
1,2-dicloroetano 1,0 N.D. N.D. N.D. N.D.
1,1-dicloroetileno 3,0 N.D. N.D. N.D. N.D.
Hexaclorobutadieno 0,13 N.D. N.D. N.D. N.D.
Hexacloroetano 0,1 N.D. N.D. N.D. N.D.
Metiletilcetona 0,5 N.D. N.D. N.D. N.D.
Piridina 3,0 N.D. N.D. N.D. N.D.
Tetracloreto de carbono 200,0 N.D. N.D. N.D. N.D.
Tetracloroetileno 2,0 N.D. N.D. N.D. N.D.
Tricloroetileno 5,0 N.D. N.D. N.D. N.D.
2,4,5-triclorofenol 0,2 N.D. N.D. N.D. N.D.
2,4 ,6-triclorofenol 4,0 N.D. N.D. N.D. N.D.

N.D. = Naéo Detectado



Tabela 3. Resultado do ensaio de lixiviagdo — ABNT/NBR 10005:2004, nas
amostras compostas de cascalho de perfuracdo provenientes da Centrifuga

(mgL™).

Centrifuga I
|2 1* Centrifuga
Lixiviado VMP , 5* Centrifuga  6° Centrifuga II
Centrifuga
5C, 6C, 1C,
1C;
Inorgénico
Arsénio 1,0 N.D. N.D. N.D. N.D.
Bario 70,0 2.052 1.067 1.232 3.419
Cédmio 0,5 N.D. N.D. N.D. N.D.
Chumbo 1,0 N.D. N.D. N.D. 0,031
Cromo total 5,0 N.D. N.D. N.D. N.D.
Fluoreto 150,0 0,27 N.D. N.D. 0,48
Merctrio 0,1 N.D. N.D. N.D. N.D.
Prata 5,0 N.D. N.D. N.D. N.D.
Selénio 1,0 N.D. N.D. N.D. N.D.
Pesticidas
Aldrin 0,003
Dieldrin 0,003
Clordano (isdmeros) 0,02
DDT 0,2
DDD 0,2
DDE 0,2
2,4-D 3,0
Endrin 0,06
Heptacloro 0.003 N.D. N.D. N.D. N.D.
Heptacloro epoxido 0,003
Lindano 0,2
Metoxicloro 2,0
Pentaclorofenol 0,9
Toxafeno 0,5
2,4,5-T 0,2
2,4,5-TP 1,0
Outros Organicos
Benzeno 0,5 N.D. N.D. N.D. N.D.
Benzo(a)pireno 0,07 N.D. N.D. N.D. N.D.
Cloreto de vinila 0,5 N.D. N.D. N.D. N.D.
Clorobenzeno 100 N.D. N.D. N.D. N.D.
Cloroférmio 6,0 0,0100 0,0190 0,0050 0,0070
Cresol total 200,0 0,0032 0,0139 0,0089 0,0053
o-cresol 200,0 0,0011 0,0035 0,0019 0,0015
m-cresol 200,0 0,0014 0,0062 0,0039 0,0024
p-cresol 200,0 0,0007 0,0042 0,0031 0,0013
1,4-diclorobenzeno 7,5 N.D. N.D. N.D. N.D.
1,2-dicloroetano 1,0 N.D. N.D. N.D. N.D.
1,1-dicloroetileno 3,0 N.D. N.D. N.D. N.D.
Hexaclorobutadieno 0,13 N.D. N.D. N.D. N.D.
Hexacloroetano 0,1 N.D. N.D. N.D. N.D.
Metiletilcetona 0,5 N.D. N.D. N.D. N.D.
Piridina 3,0 N.D. N.D. N.D. N.D.
Tetracloreto de carbono 200,0 N.D. N.D. N.D. N.D.
Tetracloroetileno 2,0 N.D. N.D. N.D. N.D.
Tricloroetileno 5,0 N.D. N.D. N.D. N.D.
2.4,5-triclorofenol 0,2 N.D. N.D. N.D. N.D.
2,4 ,6-triclorofenol 4,0 N.D. N.D. N.D. N.D.

N.D. = Naéo Detectado



Tabela 4. Resultado do ensaio de solubilizacio — ABNT/NBR 10006:2004, nas amostras
compostas de cascalho de perfuragdo provenientes do Secador (mg L™).

C 1* Secador 2% Secador 6 Secador 7*Secador
Lixiviado VMP 1S 23 6S 7S
Inorganico
Arsénio 0,010 N.D. N.D. N.D. N.D.
Aluminio 0,20 0,131 0,307 0,750 0,256
Bario 0,7 0,174 0,234 0,200 0,181
Cadmio 0,005 N.D. N.D. N.D. N.D.
Chumbo 0,01 N.D. N.D. N.D. N.D.
Cianeto 0,07 N.D. N.D. 0,028 0,016
Cloreto 250,0 375,04 1600,80 1091,80 1071,11
Cobre 2,0 0,011 0,040 0,071 0,103
Cromo total 0,05 N.D. N.D. N.D. N.D.
Ferro 0,3 0,050 0,082 0,507 N.D.
Fluoreto 1,5 1.811 1.172 1.978 1.552
Manganés 0,1 N.D. N.D. N.D. N.D.
Mercurio 0,001 N.D. N.D. N.D. N.D.
Nitrato (expr. em N) 10,0 N.D. 0,80 N.D. 0,75
Prata 0,05 N.D. N.D. N.D. N.D.
Selénio 0,01 N.D. N.D. N.D. N.D.
Sédio 200,0 259,18 1689,66 1114,65 985,87
Sulfato (expr. em SO,) 250,0 96,68 136,55 91,90 30,21
Surfactantes 0,5 0,955 N.D. 0,051 0,466
Zinco 5,0 0,015 0,085 0,020 0,015
Pesticidas
Aldrin 0,00003 N.D. N.D. N.D. N.D.
Dieldrin 0,00003 N.D. N.D. N.D. N.D.
Clordano (isémeros) 0,0002 N.D. N.D. N.D. N.D.
DDT 0,002 N.D. N.D. N.D. N.D.
DDD - N.D. N.D. N.D. N.D.
DDE - N.D. N.D. N.D. N.D.
2,4-D 0,03 N.D. N.D. N.D. N.D.
Endrin 0,0006 N.D. N.D. N.D. N.D.
Heptacloro 0,00003 N.D. N.D. N.D. N.D.
Heptacloro epdxido 0,00003 N.D. N.D. N.D. N.D.
Lindano 0,002 N.D. N.D. N.D. N.D.
Fendis totais 0,01 0,0014 0,0164 0,0058 0,0466
Metoxicloro 0,02 N.D. N.D. N.D. N.D.
Toxafeno 0,005 N.D. N.D. N.D. N.D.
2,4,5-T 0,002 N.D. N.D. N.D. N.D.
2,4,5-TP 0,030 N.D. N.D. N.D. N.D.
Hexaclorobenzeno 0,001 N.D. N.D. N.D. N.D.

N.D. = Naéo Detectado

A caracterizagdo das amostras, feita pelo laboratério credenciado, usou como
referéncia as metodologias baseadas na SW 846 (USEPA 1986, Test Method for Evaluating
Solid Waste,; Physical/Chemical Methods, Washington, DC). J4 a determinagao dos teores de
pseudototais de metais pesados (Aluminio, Antimdnio, Arsénio, Bario, Boro, Cadmio,
Chumbo, Cobalto, Cobre, Cromo, Ferro, Manganés, Mercurio, Molibdénio, Niquel, Prata,

Selénio, Vanadio e Zinco), além de Nitrato e Sédio, foi feita de acordo com o descrito pela
USEPA 6010 e USEPA 7000.
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Tabela 5. Resultado do ensaio de solubilizagdio — ABNT/NBR 10006:2004, nas amostras

compostas de cascalho de perfuragio provenientes da Centrifuga (mg L™).
Centrifuga |

Lixiviado VMP 1* Centrifuga 5% Centrifuga 6* Centrifuga ! Cenltgfuga I
1C, 5C, 6C; :
Inorganico
Arsénio 0,010 N.D. N.D. N.D. N.D.
Aluminio 0,20 1.365 0,971 1.042 1.090
Bario 0,7 0,221 0,206 0,116 0,263
Cadmio 0,005 N.D. N.D. N.D. N.D.
Chumbo 0,01 N.D. N.D. N.D. N.D.
Cianeto 0,07 0,011 0,009 0,013 N.D.
Cloreto 250,0 367,56 438,65 368,08 889,93
Cobre 2,0 0,060 0,015 0,021 0,046
Cromo total 0,05 N.D. N.D. N.D. N.D.
Ferro 0,3 0,059 N.D. N.D. N.D.
Fluoreto 1,5 0,186 0,164 0,289 0,669
Manganés 0,1 N.D. N.D. N.D. N.D.
Mercurio 0,001 N.D. N.D. N.D. N.D.
Nitrato (expr. em N) 10,0 N.D. N.D. N.D. 0,55
Prata 0,05 N.D. N.D. N.D. N.D.
Selénio 0,01 N.D. N.D. N.D. N.D.
Sédio 200,0 289,67 352,26 303,76 826,48
Sulfato (expr. em SO,) 250,0 23,95 10,35 10,85 10,22
Surfactantes 0,5 N.D. 0,108 N.D. N.D.
Zinco 5,0 0,017 0,018 0,015 0,018
Pesticidas
Aldrin 0,00003 N.D. N.D. N.D. N.D.
Dieldrin 0,00003 N.D. N.D. N.D. N.D.
Clordano (isomeros) 0,0002 N.D. N.D. N.D. N.D.
DDT 0,002 N.D. N.D. N.D. N.D.
DDD -- N.D. N.D. N.D. N.D.
DDE - N.D. N.D. N.D. N.D.
2,4-D 0,03 N.D. N.D. N.D. N.D.
Endrin 0,0006 N.D. N.D. N.D. N.D.
Heptacloro 0,00003 N.D. N.D. N.D. N.D.
Heptacloro epoxido 0,00003 N.D. N.D. N.D. N.D.
Lindano 0,002 N.D. N.D. N.D. N.D.
Fendis totais 0,01 0,0424 0,0240 0,0432 0,0373
Metoxicloro 0,02 N.D. N.D. N.D. N.D.
Toxafeno 0,005 N.D. N.D. N.D. N.D.
2,4,5-T 0,002 N.D. N.D. N.D. N.D.
2,4,5-TP 0,030 N.D. N.D. N.D. N.D.
Hexaclorobenzeno 0,001 N.D. N.D. N.D. N.D.

N.D. = Nio Detectado

Os resultados encontrados foram comparados com o proposto pela CETESB —
Referéncia de Qualidade (2005) e CONAMA 420 (2009). Ja a determinacdo dos
hidrocarbonetos totais de petréoleo (HTP) e dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(HPA) foi feita no laboratorio da Analytical Solutions, seguindo a metodologia descrita pela
USEPA 8015B ¢ 8015C. Os resultados foram analisados segundo os parametros da CETESB
(2001) — para HTP e CETESB (2005) para HPA, que sdo fundamentados na Lista
Holandesade valores orientadores de qualidade do solo e 4gua subterranea (1994).

3.2 Residuos Testados

Os residuos testados foram gentilmente cedidos pelo Laboratério de Quimica e
Poluicdo do Solo da UFRRIJ, gerenciado pelo Dr. Nelson Moura (co-orientador da tese). O
material foi obtidode projeto em parceria entre UFRRJ-FAPUR-PETROBRAS, econstituiu
objeto de estudo de vérias pesquisas no laboratdrio citado. Em fun¢do da pouca quantidade de
amostras compostas dos residuos, para o desenvolvimento deste trabalho misturaram-se as
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seguintes amostras: 1S, 2S, 6S e 78S, para obtenc¢do do residuo identificado como Secador, e as
amostras 1C;, 5C;,6C; e 1C,, para obtencao do residuo identificado como Centrifuga.

3.3 Recaracterizaciao dos Residuos de Perfuracao

Em fungdo da mistura das amostras compostasrestantes, dos equipamentos Secador e
Centrifugas I e II, foi feita nova caracterizacdo quimica do material (Tabela 6). Assim, as
amostras simples de cada equipamento foram trituradas em almofariz de ardosia e tamisadas
em peneira com malha de 0,5 mm. As amostras e a contraprova— que foi a amostra certificada
de Lodo Industrial(StandardReference Material®2782 — Industrial Sludge; NIST, 1998)—
foram pesadas em triplicata. Usou-se 0,5 g em cada repeti¢do, que foi depositado no fundo
detubos de teflon com auxilio de um funil acoplado a um canudo plastico para milk shake
(10 mm x 21 cm) para evitar acimulo nas paredes do tubo, o que prejudica a eficiéncia da
digestao.

Apoés este procedimento, o material recebeu a solucdo de digestdo agua-régia na
proporcao 3:1 (ISO 11466, 1995), logo foram adicionados 9 mL de HCl e 3 mL de HNOs,
efoi deixado em contato até o dia seguinte para proporcionar tempo de reacdo suficiente,
depois do qual se fez a digestdo. Os tubos de teflon com tampas rosqueaveisforam
hermeticamente fechados. Emum aparelho micro-ondas apropriado a analise de digestao
assistida em sistema fechado(USEPA, 1996; 2007) — que traz vantagens como menor
contaminagdo das amostras ¢ tempo de analise (MELO & SILVA, 2008) — os tubos foram
colocados no carrossel e balanceados, para a maior eficiéncia do procedimento. Foi utilizada
programacao de forma a atingir em 5 minutos a temperatura de 180°C, que foi mantida entao
por 20 minutos. Apods esse periodo, os tubos foram deixados em repouso para esfriar e
facilitara remocgao do carrossel, pois quando aquecidos os tubos de teflon se expandem.

Os tubos foram abertos em capela de ventilagdo forgada e o material foi avolumado até
25 mL com &gua ultrapura obtida por um sistema de purificacdo Milli-Qe, posteriormente,
filtradoem papel de filtro. O liquido filtradofoi entdo lidoem equipamento de absor¢do
atomica Spectra AA55B Varian, para os elementos:Pb, Cu, Cd, Zn, Ba, Ca, Fe, Mn e Ni; e no
fotdbmetro de chama para o Na e K. Os procedimentos foram feitos nos laboratorios de
Quimica e Poluicdo do Solo (pesagem e filtragdo), Analise de Solos, Plantas e Residuos
(digestdo) e Absorcdo Atdmica (leitura dos filtrados). A leitura da amostra certificada
(StandardReference Material® 2782 — Industrial Sludge; NIST, 1998) validou a digestdo ao
retornar valores de recuperagao préximos aos preconizados em sua certificagao.

Complementando a caracterizacdo quimica dos residuos foram realizadas — no
Laboratdrio de Quimica Agricola da Embrapa Agrobiologia — as andlises de nutrientes (rotina
de fertilidade) e no Laboratério de Fisica do Solo, da mesma instituicdo, a caracterizagao
fisica (granulometria, Tabela 8), conforme EMBRAPA (1997). Tanto no residuo do Secador,
quanto no da Centrifuga foram encontrados baixos teores de cétions trocaveis, nitrogénio e
carbono, além de teores de aluminio e acidez potencial nulos (Tabela 7), os quais sedevem a
elevada alcalinidade do residuo. J4 a elevada alcalinidade e os altos teores de sddio (Tabela 6)
restringem o uso em larga escala do residuo como condicionador de solo ou para fins
agricolas.
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Tabela 6. Concentracdes pseudototais de metais nos
residuos do Secador e da Centrifuga (mg kg™).

Elemento Secador Centrifuga
Chumbo 9,33 31,50
Cédmio N.D. N.D.

Cobre 42,12 27,70
Zinco 81,99 143,89
Bério 1293,17 846,67
Calcio 19328,77 25492,43
Ferro 38048,50 26257,50

Manganés 285,57 345,00
Niquel 38,27 20,33
Potassio 10000 3925

Sédio 4500 8167

N.D. = Naio detectado

Tabela 7. Anélise quimica dos residuos de perfuragdo obtidos no Secador e na
Centrifuga.

Cations Trocaveis

Residuo PHigua Ca” Mg"” K' A" H+A P C N
cmol, dm®  mgdm” cmol, dm” mg dm” g kg’

Secador 834 430 0,89 428,03 0 0 35,42 26,2 1,0

Centrifuga 9,50 897 0,27 270,54 0 0 48,75 29,1 0,6

Tabela 8. Composicdo granulométrica dos residuos obtidos no Secador e
na Centrifuga.

Residuo Areia Silte Argila
(>0,05 mm) (0,002-0,05 mm) (<0,002 mm)
gkg'
Secador 214,2 626,5 159,2
Centrifuga 461,5 465,8 72,7

3.4 Definicdo de Tratamentos e Doses

As doses foram definidas com base em estudos ecotoxicologicos anteriores, que
utilizaram os mesmos tipos de residuos. Nestes estudos,Machado (2012), utilizando apenas as
amostras compostas puras (sem misturd-las) encontrou — para cada resposta analisada —
valores especificos que foram associados aos teores de sodio do residuo e, ainda, expressos
em Mg ha™'.Assim fixaram-se as doses trabalhadas, considerando valores abaixo e acima dos
que, anteriormente, provocaram as reagoes de fuga, mortalidadeou redu¢do de crescimento, e
inibi¢do da reproducgdo. As doses testadas nos ensaios padronizados foram—para ambos os
residuos —equivalentes aos percentuais de 0,25°% 0,5; 1; 1,5; 2; 3 € 6% do residuo, além do
controle, que neste estudo foram os materiais identificados como solo artificial tropical e solo
natural sem adicao dos residuos.

Cada percentual correspondeu a uma concentragdo distinta de sodio, de acordo com as
caracteristicas do residuo — em fungdo do equipamento de recuperacdo do fluido. O Secador

3 A dose de 0,25% corresponde a 2,5g do residuo do Secador ou da Centrifuga, ou seja, para l1kg de mistura tem-
se 2,5g do residuo e 997,5g do material de solo.
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por ser o primeiro equipamento de recuperacao, retira a maior parte do fluido impregnado na
rocha moida gerando um residuo com caracteristicas predominantes do tipo de rochaperfurada
e menor teor de fluido. A Centrifuga, o segundo equipamento de recuperagdo, retira particulas
menores que se encontram no fluido gerando residuocom maior quantidade de fluido e,
consequentemente, de seus constituintes. Sendo assim, o residuo doSecador apresenta menor
concentragdo de s6dio quando comparado ao residuo da Centrifuga, o que é corroborado pelos
dados apresentados na Tabela 6.

3.5 Caracterizacao do Material de Solo

Para o desenvolvimento dos ensaios consideraram-se duas etapas distintas: a avaliagdo
da ecotoxicidade intrinseca do residuo e a avaliagdo da ecotoxicidade expressa no ambiente.
Desta forma foi utilizadomaterial que sera identificado como solo artificial tropicalematerial
de solo natural nos experimentos.

Na primeiraetapaa padronizagdo, visando mensurar os efeitos de substancias quimicas
sobre os invertebrados edaficos, estabeleceu substratos ou solos artificiais. A proposta garante
a reprodutibilidade dos ensaios, o que ¢ interessante por varios pontos de vista (AVELLARet
al., 2010). O solo artificial, descrito no protocolo n.207 da OECD (1984),¢é composto de 10%
de turfa de esfagno, 20% de caulim e 70% de areia fina totalmente misturados.

Em fungdo da necessidade de substituicao da turfa de esfagno por outro material, foi
adaptadoo substrato original, sendo assim identificado como solo artificial tropical (SAT),
onde a fonte de matéria organica foia fibra de coco. Esta nova composi¢do é baseada nos
trabalhos de Garcia (2004),e referenciada pela NBR ISO 15537 (ABNT, 2007). Neste estudo
houve modificagdes no percentual de matéria organica (Tabela 9) que passou a ser de 5%, de
forma a aproximar este material de solo da realidade dos solos brasileiros.O pH do substrato
foi ajustado para o valor de 6,0 £ 0,5, com adi¢do de CaCO3; quando necessario.

A areia, obtida na Embrapa Agrobiologia, foi passada em peneira para que mais de
50% das particulas estivessem com tamanho entre 0,05-0,2°mm, e submetida a secagem em
estufa de circulagao forgada de ar a 105°C + 5°C, por 24horas. A fibra de coco adquirida foi o
substrato agricola Golden Mix granulado T-80, da Amafibra, que por ser um material lavado,
inerte, livre de agrotoxicos ¢ adequado ao emprego em ensaios ecotoxicologicos.A fibra
também foi seca em estufa de circulagdo forcada de ar a 60°C, sendo revolvida até completa
secagem. Ja o caulim usado foi o Caulim Branco 325, da Inducal, vendido em sacos de 25 kg
de elevada pureza mineralogica.

Tabela 9.Composicao do solo artificial tropical utilizado.

Fibra de coco 5%
Caulim 22.5%
Areia 72,5%

Por ocasido da coleta do residuo,a classe de solo representativa da regido foi
identificada, em nivel de ordem, e amostras foram analisadas quanto as caracteristicas fisicas
e quimicas do solo.Assim, na area proéxima a locagdo, no municipio de Pojuca na Bahia, o
solo foi identificado como Argissolo, que representa 84% dos solos encontrados nessa regido
(Figura 2).
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Figura 2. Mapa Exploratdrio — Reconhecimento de solos do Municipio de Pojuca, BA.
Fonte: Embrapa Solos UEP Recife, 2006

Em funcdo da semelhanca de atributos dos solos, foram coletadas no campo
experimental da Embrapa Agrobiologia (Terrago), em Seropédica — RJ, amostras de terra
referentes a camada superficial (20cm) de Argissolo Vermelho-Amarelo, cujas
caracterizagdes quimica e fisica estdodescritas nasTabela 10 e Tabela 11, respectivamente. As
analises foram realizadas, respectivamente,no Laboratério de Quimica Agricola da Embrapa
Agrobiologia e no Laboratorio de Analise de Solos, Plantas e Residuos da UFRRJ.

Previamente aos ensaios, as amostras de solo foram tamisadas em peneira com malha
de 4 mm, acondicionadas em sacos plasticos bem vedados e levadas ao freezer. O solo passou
por trés ciclos de congelamento e descongelamento, de 48horas cada, visando garantir a
eliminagdo de organismos representantes de macro ¢ mesofauna. SO entdo, o material foi
preparado para o inicio dos ensaios, sendo misturadas as propor¢des de residuos
correspondentes a cada dose.

Tabela 10. Caracterizagdo quimica do solo natural,Argissolo Vermelho-Amarelo, na
profundidade de 0-20 cm, coletado em Seropédica — RJ.

Na Ca Mg H+Al Al S T \ H C-org P K CE
cmol, dm™ o  Plligu g kg'! mg L' dS m”
0,03 1,82 0,81 3,07 0,05 2,73 580 47 5,40 6,5 2,15 29 0,025

CE = condutividade elétrica
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Tabela 11. Composi¢ao granulométrica do solo natural,Argissolo Vermelho-Amarelo, na
profundidade de 0-20 cm, coletado em Seropédica — RJ.

Argila Natural (g kg™) 240
Argila Total (g kg™) 370
Areia Total (g kg™) 570

Areia Grossa (g kg™) 390
Areia Fina (g kg™) 180
Silte (g kg™) 70
Grau de Floculagio (g kg™) 350
SiBCS detalhada argiloarenosa
SiBCS simplificada argilosa

SiBCS = Sistema Brasileiro de Classificagdo de Solos (EMBRAPA, 2013)
3.6 Ecotoxicologia Terrestre

Os ensaios, desenvolvidosno Laboratério de Fauna do Solo da Embrapa Agrobiologia
em Seropédica — RJ,foram mantidos em condic¢des especificas de temperatura (20°C + 2°C),
simulando fotoperiodo de 16:8h (luz:escuro), com umidade relativa do arde 80% e umidade
do material de 60% da capacidade de campo. O desenho experimental adotado foi o
inteiramente casualizado com cinco repeti¢cdes.Os ensaios de letalidade foram concomitantes
com os ensaios de reprodugao.

3.6.1 Ensaios de fuga

Foram realizados os testes de fuga, com minhocas da espécieEisenia andrei, baseados
na norma ISO 17512-1 (2007) e na NBR ISO 17512-1 (ABNT, 2011).De modo a permitir a
execucdo e atender as exigéncias do protocolo foi feita, em laboratdrio, cultura de minhocas
de mesma espécie.

Os organismos adultos foram mantidos em esterco bovino orgénico curtido até que
produzissem ovos que foram isolados para eclosdo e obtencdo dos juvenis sincronizados, ou
seja, de individuos de mesma idade e estadio fisioldgico, que serviram de organismos-teste ao
atingirem a idade de dois meses, sendo utilizados até os 12 meses para ensaios padronizados.

As unidades experimentais foram  constituidas de caixas plasticas
(20cmx 12 cm x 5 cm)que foram divididas em duas secdes de igual tamanho por uma
espatula plastica.Uma das se¢des foi preenchida com 500 g do solo artificial tropical (SAT)
ou solo natural, e a outra com a mesma quantidade da mistura de SAT e residuo, ou solo
natural e residuo. Finalizado o preenchimento, a espatula foi removida e 10 minhocas
sincronizadas, com massa individual de 300-600 mg,foram colocadas sobrea linha diviséria
(Figura 3, esquema ampliado consta no Anexo C). O ensaio foi conduzido em ambiente
climatizado por 48 horas. Ap6s esse periodo, as caixas foram, novamente, divididas em duas
secdes, para registrar o nimero de minhocas emcada uma delas.

Este teste assume uma distribuicdo equitativa quando as duas seg¢des da unidade
experimental sdo preenchidas com o mesmo tipo de solo (HUND-RINKE & WIECHERING,
2001). Por isso deve-se incluir o tratamento controle com tais caracteristicas (dual test)
determinando desvios na distribuicdo cuja causa nao seja a adicdo de residuo. A norma
assume que uma fuga de minhocas maior que 80% para o solo controle indica limitagdo da
funcdo de habitat e, consequentemente, que a substancia testada pode impactar o ambiente.
Assume também que se uma atragdo de 80% para o solo teste for observada, a presenca da
substancia quimica nao pode ser excluida, devendo o resultado ser analisado como um efeito.
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Figura 3. Montagem dos ensaios de fuga com minhocas da espécie Eisenia andrei— unidades
experimentais.

A - Obtencdo de adultas cliteladas da colonia. B — Preparacdo para pesagem de 10 organismos/repeticdo, apos

lavagem.C — Pesagem.D, E e F — Preenchimento das unidades experimentais. G — Introdug@o dos organismos.

H e I - Disposi¢do das unidades experimentais na sala climatizada.

3.6.2 Ensaios cronicos
a. FEisenia andrei

Para os testes de reproducdo com FEiseniaandreiobservaram-se as orientacdes da
norma ISO 11268-2 (1993). Nesse ensaio, foram utilizados 10 individuos sincronizados, com
clitelo® desenvolvido, idade superior a dois meses e massa individual variando entre 300-
600 mg, por repeticdo. Alimentagdo (papa de aveia) foi fornecida no inicio do ensaio e a cada
15 dias. A unidade experimentalconsistiu de recipientes plasticos opacos com capacidade de
500 mL (potes do tipo usado para armazenar mel) com 500 g de material de solo (controle) ou
mistura do material de solo e residuo (Figura 4, esquema ampliado consta no Anexo D).Até o
28° dia do ensaio estesorganismos adultos permaneceram nas unidades experimentais.Apds
esse periodo foram retirados restando apenas os casulos que permaneceram até o 56° dia do
ensaio, quando foram contabilizados os juvenis. Quando a mortalidadendo foi detectada
avaliaram-se alteracdes de massa corporal a partir da comparacdo das médias de peso das
minhocas vivas aos 28 dias com as médias iniciais das 10 minhocas incluidas, em cada
réplica, no primeiro dia.Diariamente os potes eram abertos para renovacao do ar (oxigenagao).

* O clitelo é a porgdo diferenciada na extremidade frontal do corpo da minhoca que tem o papel essencial no
processo reprodutivo. O casulo onde serdo depositados os 6vulos ¢ formado pelas glandulas presentes no clitelo,
além do muco para a copula. Na maioria das milhares de espécies de minhocas, a se¢do em que aparece o clitelo
se diferencia por uma dilatacdo do corpo. Seu aparecimento ¢ a evidéncia da maturidade sexual das minhocas.
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Figura 4. Montagem dos ensaios de reprodugdocom minhocas da espécie Eisenia andreinas
unidades experimentais.

A - Obtencdo de adultas cliteladas da colonia. B — Preparacdo para pesagem de 10 organismos/repeticdo, apos

lavagem. C — Pesagem. D — Preenchimento das unidades experimentais. E — Disposi¢cdo das unidades

experimentais na sala climatizada. F — Contagem de juvenis ao final do ensaio.

b. Enchytraeus crypticus

No teste de reproducdo de Enchytraeus crypticus foram adotados os procedimentos
descritos na norma ISO 16387 (2003) e na NBR ISO 16387 (2012), onde 10 individuos com
clitelo desenvolvido foram colocados em unidades experimentais que consistiram de frascos
com tampa rosqueavel e capacidade de 80 mL, com o equivalente a 20 g de solo seco por
repeticdo (Figura 5, esquema ampliado consta no Anexo E). Em B.O.D. a duragdo do
experimento foi de trés semanas para o SAT (21 dias)’e quatro semanas para o solo natural
(28 dias). A alimentacdo (farinha de aveia) foi fornecida ao inicio do ensaio e a cada duas
semanas em pequenissimas quantidades, semanalmente, a umidade do solo foi ajustadacom
agua destilada em volume calculado através das diferencas na pesagem do frasco. Ao final do
ensaio adicionaram-se em cada frasco alcool 70%, em volume suficiente para a cobertura do
material, e cinco gotas do corante rosa de bengalal% em etanol, o material ficouem repouso
por 24 horas para garantir que todos os organismos fossem corados. Apds isso, cada réplica
foi lavada em peneira de 100 mm e os enquitreideos — corados e visiveis a olho nu — foram
transferidos para placa de Petri e contados em lupa.

C. Folsomia candida

O teste de inibicdo da reproducdo de Folsomia candida, seguiu o descrito na norma
ISO 11267 (1998) e na NBR ISO 11267 (ABNT, 2011), e consistiu em expor individuos
juvenisa mistura de residuos e comparar a sua taxa de reprodugdo com a de organismos
colocados em solo-referéncia. Para o ensaio houve a sincroniza¢do dos organismos da colonia
para obtencdo dos juvenis, que consistiu na renovagao do meio de cultura para estimular a
postura de ovos, que foram isolados e observados continuamente para determinacdo da
eclosdo e obtengdo de organismos com idade entre 10-12 dias. Em cada unidade experimental
— que consistiram de frascos transparentes de tampa rosqueavel e capacidade de 80 mL

> De acordo com recomendagdes constantes na propria norma brasileira (ABNT, 2012), quando o organismo-
teste usado for o Enchytraeus crypticus o periodo de ensaio pode ser mais curto que 6 semanas. Nos ensaios em
solo natural a duracgdo seguiu o descrito na norma ¢ foi de 28 dias. J& no ensaio em SAT a duragdo foi de 21 dias,
conforme os estudos de Niva et al. (2011) e Stacechen et al. (2013) para evitar excessiva reprodugdo que
dificulta a avaliacdo da letalidade dos adultos. (Fato este observado em ensaio anterior em SAT e com duragdo
de 28 dias, que precisou ser descartado.)
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contendo 30 g (peso imido) de material de solo ou material de solo com residuo — foram
introduzidos 10 individuos, com idade de 10-12 dias. Os ensaios foram mantidos em B.O.D.;
no inicio, e a cada 15 dias foi adicionada levedura granulada seca para alimentacdo.
Semanalmente, a umidade do solo foi ajustada com &agua destilada em volume calculado
através das diferencas na pesagem do frasco. Ao final dos 28 dias o conteudo de cada unidade
experimental foi passado para um recipiente plastico cilindrico (5,5 cm de altura x 6,5 cm de
diametro), onde foi adicionada 4gua e trés gotas de tinta, favorecendo a visualizagdo. Apos
agitacdo do material os adultos vivos retirados do meio — pelo método da flotagdo — foram
contabilizados. Para contagem de juvenis cada unidade experimental foi fotografada com a
camera Nikon Coolpix S4300 (Lens-shift VR, Nikkor 6x Wide Optical Zoom VR, 16.0
Megapixels) para quantifica¢do no programa de computagaolmage Tool 3.0 for Windows.

; N

Figura 5. Montagem dos ensaios de reproducdo com enquitreideosnas unidades
experimentais.

A — Preenchimento das unidades experimentais. B - Obtencao de adultos clitelados da coldnia e introducdo dos

organismos. C — Disposicdo das unidades experimentais na BOD.D e E — Organismos sendo conservados
corados ao final do ensaio. F — Organismos prontos para avalia¢ao final em lupa

3.6.3 Germinacido de sementes e crescimento de plantas

Por ser o ensaio adequado para determinara toxicidade de uma gama de materiais tanto
em solo natural quanto artificial (Environment Canada, 2005), foram montados —em casa de
vegetacdo —experimentosem vasos com 21 dias de duragdo, sem renovagdo, contados a partir
da germinacdo de 50% das sementes no controle.O delineamento experimental foi o
inteiramente casualizado com cinco repeti¢des. O ensaio seguiu o padrao OECD — Guideline
208: Terrestrial Plant Test: Seedling Emergence and Seedling Growth Test (2006).

Foram usadasduas espécies, sendo uma mono e outra dicotiledonea, submetidasas
mesmas concentracdes quimicas anteriormente testadas para comparacdo com o controle
(testemunha). Foram elas o milho (Zea mays),da variedade Eldorado, ¢ o feijao caupi(Vigna
unguiculata) cultivar BR17-Gurguéia sem inoculagdo.Adicionaram-setrés sementes por
repeti¢do. Ao final do periodo, foi avaliado o nimero de plantas emergentes (percentual de
germinagdo), a altura da parte aérea, as massas secase frescas de raizes e parte aérea, que
tiveram suas médias comparadas com o controle, bem como a analise quimica do tecido
vegetal,além do estudo qualitativo(atividade baseada na colora¢do) dos nddulosencontrados
na leguminosa. Durante o teste apenas agua foi adicionada de forma a manter o solo imido.

A andlise quimica do tecido vegetal foi feita pela combustdo seca e Analise Elementar
(CHNS/O da Leco),que se baseia na oxida¢do das amostras a temperaturas elevadas. Para
isso, o tecido vegetal — diferenciado em parte aérea e raizes — foi seco em estufa de circulagao
forcada a 60°C até atingir massa constante, para posterior moagem.As amostras foram entao
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pesadas (aproximadamente 0,20 g) e colocadas em capsulas de estanho. Apds combustio
total, os gases isolados em coluna cromatografica foram detectados por um sensor, quegerou
um sinal elétrico convertido em teores percentuais dos elementos (SATO, 2013).

Para o estudo qualitativo da nodulagdo foram destacados os nodulos das raizes
facilitando a contagem; a classificacdo quanto a atividade, elencados em ativos e inativos
respectivamente, pela presenca ou auséncia de coloragdes vinho/vermelha; e a determinagao
da massa seca de nodulos, ap6s serem secos em estufa a 60°C até massa constante. Apesar de
ndo existir protocolo em ecotoxicologia que trate dessa avaliacdo, a mesma ¢ ecologicamente
relevante pela atuagdo das bactérias fixadoras no ciclo biogeoquimico do nitrogénio.

3.7 Analise dos Dados

Foram determinados os seguintes parametros ecotoxicoldgicos:

- CENO (maior concentragao de efeito ndo observado), que representa a dose maxima
de um composto quimico em que ndo se observaram efeitos;

- CEO (menor concentracao de efeito observado), que representa a menor dose em que
se observaram efeitos;

- CL (concentracao letal ondeX% dos individuos morrem);e

- CEx (concentracdo efetiva em que X% dos organismos apresentaram padrdo de fuga,
reducdo de crescimento ou reprodugdo).

3.7.1 Ensaio de fuga

Os resultados foram analisados pelo teste exato de Fisher (ZAR, 1996), que permite
comparar a distribui¢do dos animais, em relagdo a uma distribuicdo esperada, assumindo-se a
ndo existéncia de comportamento de fuga de um determinado tipo de solo. E pela obtencao do
percentual de fuga, onde o valor de 4 positivo indica a fuga, enquanto o valor negativo indica
a atrag@o ou preferéncia pelo xenobidtico avaliado. O percentual ¢ obtido pela equacao:

A =[(C-T)/N]x100

Sendo, C = soma de minhocas observadas no controle
T = soma de minhocas observadas no solo tratado

N= total de minhocas por repeti¢ao

Tais percentuais permitiram a obtencdo das CEs pg,, para o processamento destes
dados foi usado o programa PriProbit 1.63 (SAKUMA, 1998).

3.7.2 Ensaios cronicos

Os valores de reprodugdo, ou outra resposta fisiologica dos organismos, foram usados
para obtengdo das concentragdes efetivas que inibem tal capacidade. No ensaio de plantas, os
valores de massa fresca e seca de parte aérea e raiz, e de altura de parte aérea das duas
culturas, foram considerados na obtengdo da CEx.

Foi realizada a andlise de varidncia (ANOVA) com andlise estatistica da
homogeneidade (Cochran e Bartlett) e normalidade (Lilliefors) dos resultados. Com a
distribuicdo normal e homogénea dos dados, seguiu-se para a comparacao multipla pelo teste
de Dunnett (p<0,05), ou teste LSD (p<0,05, atividade de nodulos), para obten¢do dos valores
de CEO e CENO com as ferramentas contidas no programa STATISTICA, versdo 7.0
(STATSOFT Inc., 2004). Para determinacdo das CEs que levam a inibi¢do de determinada
caracteristica fisioldégica o mesmo pacote estatistico foi utilizado, porém a determinacdo se
deu pelo uso de equagdes de regressdao ndo lineares especificas.
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3.7.3 Ensaios agudos

A avaliacdo dos testes de letalidade baseou-se na obtencdo das concentragdes letais
(CLs) para os organismos testados a partir da mortalidade encontrada. Para o ensaio com
plantas o nimero de sementes germinadas permitiu os calculos. Foi usado o programa
PriProbit 1.63 (SAKUMA, 1998) para analise dos resultados.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Ensaios de Fuga

Tanto nos ensaios de toxicidade intrinseca (SAT) quanto nos de toxicidade expressa
(solo natural) nao foram verificadas, apds as 48horasde duragdo, para ambos os residuos,
mortalidades superioresa 10%. Além disso, a distribuicdo das minhocas no controle absoluto
(dual test) foi — para o residuo do Secador — de 58%:42%, e para o residuo da Centrifuga de
50%:50%, em SAT. E de 46%:54% (Secador); 48%:50% (Centrifuga) no solo natural,
obedecendo aos critérios de validagdo do teste (ISO, 2007).

A norma ISO prevé que, em se tratando de um solo teste e um solo controle com
mesmas caracteristicas principais diferindo apenas pela presenga do contaminante, deve-se
avaliar o efeito de fuga pela analise estatistica.No entanto, baseado em estudos de Owojori &
Reinecke (2009), ndo se desconsiderou que uma fuga para o controle de 80% indica o
comprometimento das fungdes de habitat, podendo-se comparar as respostas que cada
abordagem oferece.

Os percentuais de fuga encontrados para cada dose, em ambos os residuos, sdo
detalhados na Figura 6 e na Figura 7 para o SAT, e na Figura 8 e na Figura 9 para solo
natural.O comportamento de fuga, independente do tratamento e do material de solo
empregado,foi semelhante.

Os percentuais de fuga foram estatisticamente significativos, independente dos
residuos e materiais de solo, a partir da dose de 0,5%, indicandoo potencial toxico dos
residuos de perfuragdo, isto é, a aplicacdo de pequenas doses dos residuos ja leva ao
comprometimento das fun¢des de habitat do solo. Com o ambiente indspito os organismos
evitam o local havendo alteragdo na estrutura da comunidade edéfica e a perda das fungdes de
decomposi¢do ¢ biopedoturbacdo exercidas pelas minhocas, afetandotanto a cadeia trofica
quanto a oferta de servigos ecossistémicos naquele local.

No SAT o residuo do Secador atingiu niveis de fuga superiores a 80% somente na
dose de 3%, enquanto o da Centrifuga na dose de 2%; apenas este Ultimo residuo promoveu
100% de fuga na maior dosagem.Em solo natural, o residuo do Secador atingiu estes niveis
em trés momentos: nas doses de 1,5%, 3% e 6%, todas com 100% de fuga, e o residuo da
Centrifuga apenas na dose 6%, com 90% de fuga.

De acordo com Owojori &Reinecke (2009), o critério de efeito acima de 80% de
fugapara Eisenia fetidaé obtido emvalores de concentragdo salina de 2000 mg kg™ de NaCl
em solo artificial, e CE 1,03 dS m™' em solo natural salino. Quando os dados foram analisados
pelo teste ¢ esses valores decresceram para 500 mg kg’ de NaCl e 0,52 dS m™. Bianchi
(2013)avaliando a toxicidade de dois residuos da mineracao de bauxita (In Natura e Filtrado —
para redu¢do de sodio), em SAT com 5% de matéria organica, obteve valor de fuga
significativo e maior que 80% em doses similares aos dos autores supracitados.No entanto, o
comportamento de fuga, para este trabalho, foi expresso em valores bem abaixo das citagdes
anteriores, independente do solo utilizado nos ensaios.

Estatisticamente,concentragdes de sodio a partir de 22,50 mg de NaCl kg deSAT
(0,10 dS m™) para o residuo do Secador e 40,84 mg de NaCl kg'ldeSAT (0,15 dS m™)para o
residuo da Centrifuga promovem alteragdes no habitat que levam a fuga dos organismos para
o solo controle. Considerando apenas o critério de efeito de 80% de fuga, tais valores crescem
para 135 mg de NaCl kg 'deSAT (0,19 dS m™) e 122,5 mg de NaCl kg'deSAT (0,23 dSm ™),
respectivamente (Figura 6 e Figura 7).
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Figura 6.Percentual de fuga deFisenia andreiem solo artificial tropical, com 5% de matéria
organica,apos 48h de exposi¢ao as diferentes doses do residuo do Secador.

Valores médios de cinco repeti¢des e erro padrio em barras.

* Estatisticamente significativo pelo teste Exato de Fisher (p<0,05).

Linha pontilhada indica onde houve fuga de minhocas para o solo controle em até 80%.

O quadro relaciona doses em percentual, teor de sodio e condutividade elétrica aferida no inicio do ensaio.
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Figura 7. Percentual de fuga de Eisenia andreiem solo artificial tropical, com 5% de
matéria organica,apos 48h de exposi¢ao as diferentes doses do residuo da Centrifuga.

Valores médios de cinco repeticdes e erro padrao em barras.

* Estatisticamente significativo pelo teste Exato de Fisher (p<0,05).

Linha pontilhada indica onde houve fuga de minhocas para o solo controle em até 80%.

O quadro relaciona doses em percentual, teor de sddio e condutividade elétrica aferida no inicio do ensaio.

Em solo natural, em valores de condutividade elétrica de 0,05 (22,50 mg de NaCl kg
'desolo) e 0,06 dSm™ (40,84 mg de NaCl kg 'desolo), para os residuos do Secador e da
Centrifuga, respectivamente, ja houve fuga. Pelo critério dos 80%,condutividades de
0,08 dS m (67,50 mg de NaCl kg de solo) para o residuo do Secador e 0,40 dSm™
(490 mg de NaCl kg 'desolo) para o da Centrifuga, ja sdo suficientes para causar efeito(Figura
8 e Figura 9).
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Os dados foram corroborados por Machado (2012), que avaliando residuos de mesma
natureza e o proprio cloreto de sddio, em solo natural, encontrou fuga significativa e maior
que 80% em doses de 127,70 mgkg' NaCl. Quando analisados os residuos do Secador
(127,70; 1277 ¢ 2554 mg kg NaCl) e da Centrifuga (37,30; 373,40 e 746,80 mg kg™ NaCl) a
fuga foi estatisticamente significativa em todas as doses, porém o critério dos 80% foi
alcangado com doses de 1277 mg kg NaCle 746,80 mg kg™ NaCl, respectivamente.

Isso pode estar relacionado as diferencas intrinsecas ao solo e da composi¢ao dos
materiais testados, j4 que Owojori & Reinecke (2009) utilizaram solo artificial com 10% de
matéria organica e cloreto de soédio puro. Enquanto Bianchi (2013), que utilizou o mesmo tipo
de SAT deste trabalho, avaliou residuos cujos pontos criticos — de acordo com a
caracterizagdo quimica e quando comparado aos residuos de perfuragdo — eram apenas a
salinidade e alcalinidade.

Por tratar-se de uma mistura heterogénea, os residuos de perfura¢do possuem diversos
elementos potencialmente estressores (conforme Tabela 6), requerendo uma analise
diferenciada, uma vez que hé efeitos aditivos. Ou seja, ndo se pode descartar a acdo e a
presenga de outros componentes, mesmo que ndo tenham sido analisados. Owojoriet al.
(2008; 2009a), analisaram os efeitos combinados da salinidade (NaCl puro) e zinco (cloreto
de zinco) ou cobre (oxicloreto de cobre) em Eisenia fetida edetectaram que em combinacao os
efeitos foram agravados quando comparados a exposicdo das minhocas a apenas uma das
substancias; ainda que os efeitos da salinidade sobre a toxicidade do cobre foram aditivos e
dependentes da concentragdao de ambas as substancias.
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Figura 8. Percentual de fuga de Eisenia andreiem solo naturalapos 48h de exposi¢do as
diferentes doses do residuo do Secador.

Valores médios de cinco repeticdes e erro padrao em barras.

* Estatisticamente significativo pelo teste Exato de Fisher (p<0,05).

Linha pontilhada indica onde houve fuga de minhocas para o solo controle em até 80%.

O quadro relaciona a dose em percentual, teor de s6dio e condutividade elétrica aferida no inicio do ensaio.
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Figura 9. Percentual de fuga de Eisenia andreiem solo naturalapds 48h de exposicdo as
diferentes doses do residuo da Centrifuga.

Valores médios de cinco repeti¢des e erro padrio em barras.

* Estatisticamente significativo pelo teste Exato de Fisher (p<0,05).

Linha pontilhada indica onde houve fuga de minhocas para o solo controle em até 80%.

O quadro relaciona a dose em percentual, teor de sodio e condutividade elétrica aferida no inicio do ensaio.

A partir dos resultados foi estimada a concentracdo responsavel por promover a fuga
(repeléncia) de 20 e 50% da populagdo de minhocas. Concentragdes essas expressas na Tabela
12(SAT) e Tabela 13 (solo natural).

Tabela 12. Concentragdo efetiva (CEy) dos residuos de perfura¢ao oriundosdo Secador e
da Centrifuga que leva a fuga de 20% e 50% de FEisenia andrei em solo artificial
tropical com 5% de matéria organica.

Dose Secador Centrifuga
CE» fuga CEso fuga CE» fuga CEso fuga
Percentual 0,36 (0,08-0,64) 1,19 (0,69-1,97) 0,44 (0,14-0,70) 0,93 (0,53-1,43)
Condutividade
Elétrica 0,09 (0,05-0,11) 0,14 (0,11-0,17) 0,13 (0,08-0,16) 0,18 (0,15-0,22)
(dSm™)
(n?gilgo']) 16,35 (3,84-29,01) 53,77 (30,89-88,70) 35,61 (11,32-57,10) 75,89 (43,60-117,14)

Valores entre parénteses indicam intervalo de confianga de 95%, quando obtidos.

Tabela 13. Concentracdo efetiva (CEy) dos residuos de perfuragdo oriundos doSecador
e da Centrifuga que leva a fuga de 20% e 50% de Eisenia andrei em solo natural.

Dose Secador Centrifuga
CEy fuga CEsg fuga CEy fuga CEso fuga
Percentual 0,33 0,84 0,42 (0,006-0,89) 1,38 (0,48-3,88)
Condutividade
Elétrica 0,04 0,07 (0,02-0,32) 0,05 0,12 (0,06-0,28)
(dSm™)
Sédio 14,70 37,95 34,05 (0,52-72,40) 112,88 (39,36-316,94)
(mg kg ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’

Valores entre parénteses indicam intervalo de confianca de 95%, quando obtidos.

Tomando-se apenas os valores de CEyg fga Obtidos para o SAT, o residuo do Secador
foi, levemente, mais repelente que o da Centrifuga, apesar disso conforme a dosagem se eleva
os papéis se invertem sendo a acdo repelente do residuo da Centrifuga mais pronunciada,
conforme CEsy fg — equivalente a uma concentragdo de 75,89 mg de NaCl kg'1 de SAT
(Tabela 12). Quando em solo natural a resposta de CEjg fuea € similar, sendo o residuo do
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Secador mais repelente, entretanto, com o incremento de doses uma resposta inversa aparece,
continuando a ser o residuo mais repelente o do Secador (Tabela 13).

Machado (2012) nao determinou as concentragdes efetivas que promoveram fuga de
percentuais da populagdo, porém Owojori & Reinecke (2009) e Bianchi (2013) observaram,
respectivamente, valores para CEsg fgde 1164 mg kg™ de NaCl; 2093 mg kg de NaCl (In
Natura) e 1949 mg kg'1 de NaCl (Filtrado). Ainda Bianchi (2013) obteve valores de
condutividade elétrica para 20% e 50% de fuga, respectivamente, de 0,35 ¢ 0,42 dS m™' para
In Natura ¢ de 0,44 ¢ 0,47 dS m’ para Filtrado.

Novamente os valores deste estudo encontram-se abaixo dos referenciados, sendo de
0,09 ¢ 0,14 dS m™! para 20 e 50% de fuga, respectivamente, para o residuodo Secador; e 0,13
e 0,18 dS m’ para o daCentrifuga em SAT; em solo natural de 0,04 ¢ 0,07 dS m’ para 20 e
50% de fuga, respectivamente, para o residuo do Secador; e 0,05 ¢ 0,12 dS m’! para 20 e 50%
de fuga, respectivamente, para o daCentrifuga. Infere-se entdo que os residuos de perfuracao
apresentam maior toxicidade quando comparados aos demais registrados na literatura, afinal
pequenas dosagens causam os mesmos efeitos, o que se deve a sua natureza complexa em que
varios componentes atuam sinérgica ou antagonicamente potencializando os efeitos toxicos.

Ainda, a dose que leva a uma fuga estatisticamente significativa, independente do solo
e dos residuos, ¢ a mesma. Comparativamente, concentragdes de NaCl e condutividade
elétrica menores atendem ao critério do percentual de fuga (80%) para o residuo do Secador
em solo natural, e o inverso para o residuo da Centrifuga. As concentracdes efetivas que
causam 20% de fuga, em percentual e teor de sédio, sdo proximas para os dois materiais de
solo e residuos. Mas as CEs rgas€ diferem, sendo maiores no SAT para o Secador, € em solo
natural para a Centrifuga; as condutividades associadas as CEs sdo menores no solo natural
para ambos os residuos. J4 as concentracdes de NaCl que promovem 50% de fuga sdo
menores para o residuo do Secador e maiores para o da Centrifuga em solo natural.Os efeitos
observados em menores escalas de condutividade elétrica podem ser explicados pela
condutividade inicial do solo controle, que para o solo natural foi de 0,03 dS m™, enquanto
para o SAT foi de 0,10 dS m.

4.2 Ensaios Cronicos
4.2.1 [FEisenia andrei

Em nenhum dos ensaios — solo artificial tropical e natural — foi verificada mortalidade
superior al0% no tratamento controle ao final dos 28 dias de exposicdo das minhocas,
tampouco houve um coeficiente de variacdo (CV) >30%. Nenhuma das doses testadas, para
ambos os residuos — independente do material de solo, promoveu mortalidade total. Sendo
assim, se avaliou também a variacao de massa corporal dos organismos teste.

Nos ensaios em SAT ndo foram observadas reducdes de massa corporal (Figura 10 e
Figura 11), exceto para a dose de 3% do residuo do Secador que diferiu estatisticamente do
controle sem, no entanto, representar a CEO. Nesta dose a variabilidade da massa corporal
dos animais foi extremamente influenciada pelo percentual de mortalidade, que atingiu
60%.0 baixo nimero de minhocas sobreviventes deu a falsa impressdo de perda de massa
corporal quando na verdade os valores médios das repeti¢des ¢ que foram mais baixos. Para
nenhum residuo foi possivel estabelecer CEO e CENO para varia¢do de massa corporal.
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Figura 10.Variagdo de massa corporal deFEisenia andrei, apos 28 dias de
exposicdo as diferentes doses do residuo do Secador em solo artificial
tropical com 5% de matéria organica.

Valores médios de cinco repeticdes e erro padrao em barras.

Linha pontilhada representa massa corporal inicial, considerada 100%.
* Indica diferenga significativa em relagdo ao controle pelo teste de Dunnett (p<0,05).
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Figura 11.Variacdo de massa corporal deEisenia andrei, apos 28 dias de
exposicao as diferentes doses do residuo da Centrifuga em solo artificial
tropical com 5% de matéria organica.

Valores médios de cinco repeticdes e erro padrio em barras.

Linha pontilhada representa massa corporal inicial, considerada 100%.

* Indica diferenca significativa em relacdo ao controle pelo teste de Dunnett (p<0,05).

Ja para os ensaios em solo natural, redugdes de massa corporal s6 foram observadas a
partir da dose de 2% do residuo da Centrifuga, diferindo significativamente do controle
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(Figura 13). Assim, a CEO ¢ igual a 2% e a CENO a 1,5%. A CEO equivale a concentragdes
de sodio de 163,34 mg de NaCl kg™ de solo.
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Figura 12.Variagao de massa corporal deFisenia andrei, apds 28 dias de exposi¢ao

as diferentes doses do residuo do Secador em solo natural.
Valores médios de cinco repeti¢des e erro padrdo em barras.
Linha pontilhada representa massa corporal inicial, considerada 100%.
* Indica diferenga significativa em relagdo ao controle pelo teste de Dunnett (p<0,05).

Machado (2012), avaliando residuos de perfuragdo de pogos de petrdleo, verificou
perda de massa corporal a partir da segunda dose do residuo do Secador (383,10 mg kg
'deNaCl) e da primeira para o da Centrifuga (37,30 mg kg deNaCl), mas ndo estabeleceu as
concentragcdes efetivas. Também ndo detectou concentragdes letais, pois ndao houve
mortalidade.

J4 Bianchi (2013)encontrou CLsy de 3119 mgkg'deNaCl (In Natura) e de
3619 mg kg'deNaCl (Filtrado), valores estes abaixo dos observados por Owojori & Reinecke
(2009) ¢ por Guzyte et al.(2011) que foram de 5436 mgkg"' e 5623 mgkg'de NaCl,
respectivamente. Tais valores equivalem a condutividades elétricas de 0,57 dS m™ (In Natura)
¢ 0,82 dS m™ (Filtrado).

Dos ensaios em SAT as concentragdes letais s puderam ser estimadas para o residuo
do Secador, uma vez que a série de dados do residuo da Centrifuga ndo promoveu
mortalidade, o que esta de acordo com os estudos de Machado (2012). Conforme mostrado na
Tabela 14, pela inconstancia dos dados tanto CLsy quanto CEsg cesc do residuo do Secador,
estdo superestimados para um percentual acima da maior dose testada. O que pode estar
relacionado com a mortalidade extrema de minhocas ocorrida na dose de 3% do residuo do
Secador em SAT que, conforme observado na coleta de dados do experimento, se deu por
oxigenacdo inadequada do ambiente ou outro fator que ndo apenas a presenca do residuo. Ja
que em doses anteriores e posteriores os efeitos de mortalidade foram menores, ¢ a redugdo de
peso corporal inexistente; nenhum dos pardmetros ecotoxicoldgicos de crescimento pode ser
determinado para o residuo da Centrifuga.
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Figura 13.Variagcdo de massa corporal deEisenia andrei, apos 28 dias de exposi¢ao

as diferentes doses do residuo da Centrifuga em solo natural.
Valores médios de cinco repeti¢des ¢ erro padrdo em barras.
Linha pontilhada representa massa corporal inicial, considerada 100%.
* Indica diferenga significativa em relagdo ao controle pelo teste de Dunnett (p<0,05).

A CLs foi de 7,32% do residuo, 0,36 dS m’ ou 329,40 mg de NaCl kg'1 de SAT, ou
seja, os efeitos de mortalidade das minhocas ocorreram bem abaixo daqueles que constituem
o banco de dados sobre os efeitos da salinidade. A CEsg cresc foi de 7,55% equivalendo a uma
condutividade elétrica de 0,14 dS m'e 339,75 mg de NaCl kg'1 de SAT enquanto a CExp cresc
foi de 3,02%, equivalendo 0,05 dS m'e 135,90 mg de NaCl kg'1 de SAT.

Tabela 14. Concentracdes efetivas (CEy) e letais (CLy) dos residuos do
Secador e da Centrifuga que levam a reducdo do crescimento e a
mortalidade de 20% e 50% de FEisenia andrei, em solo artificial tropical
com 5% de matéria orgdnica.

Condutividade Elétrica

Percentual Sodio (mg kg™)

(dS m™)
Secador
CEjcrese 3,02 (0,68-5,36) 0,05 (0,04-0,07) 135,90
CEsgcrese 7,55 (1,72-13,39) 0,14 (0,11-0,16) 339,75
CLy 2,15 0,17 96,75
CLs 7,32 0,36 329,40
Centrifuga
CEjp cresc ND ND ND
CEsg cresc ND ND ND
CLy ND ND ND
CLs ND ND ND

ND = néo definido.
Valores entre parénteses indicam o intervalo de confianga de 95%, quando obtidos.

Pelo descrito na Tabela 15, os ensaios em solo natural ndo permitiram a detec¢ao das
concentragdes letais, independente do residuo considerado. Concentragdes efetivas so
puderam ser obtidas para o residuo da Centrifuga, uma vez que ndo houve efeito de reducao
do crescimento detectdvel para o Secador. Assim, as CEjyy crese € CEso cresc foram de,
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respectivamente, 5,05 e 12,62% do residuo.Em termos de condutividade elétrica os valores
foram de 029 e 0,72dSm™; concentracdo salina de412,43 e 1030,67 mg de NaCl kg
'desolopara 20 e 50% de redugio, respectivamente. Este resultado indicou que doses além da
maxima estudada seriam necessariaspara promover a redugao de 50%.

Valores de referéncia sobre a CEsq ¢esc S0 encontrados, todavia os obtidos durante o
desenvolvimento do trabalho sempre estio abaixo dos limites descritos: 4681 mg kg'deNaCl
(BRIGHT &ADDISON, 2002), 4985 mg kg'deNaCl (OWOJORI et al., 2008), 3586 mg kg’
'deNaCl (OWOJORI et al.,2009a), 2512 mg kg deNaCI(GUZYTE et al., 2011), 3715 mg kg’
'deNaCl (In Natura) e 3794 mg kg'deNaCl (Filtrado) (BIANCHI, 2013).

Tabela 15. Concentracdes efetivas (CEy) e letais (CLy) dos residuos do
Secador e da Centrifuga que levam a redugdo do crescimento e a
mortalidade de 20% e 50% de Eisenia andrei, em solo natural.

Condutividade Elétrica

Percentual Sodio (mg kg™

(dSm™)
Secador
CEj cresc ND ND ND
CEsg cresc ND ND ND
CLy ND ND ND
CLs ND ND ND
Centrifuga
CE 2 cresc 5,05 (3,89-6,20) 0,29 (0,22-0,35) 412,43
CEspcresc 12,62 (9,73-15,51) 0,72 (0,56-0,87) 1030,67
CLy ND ND ND
CLs ND ND ND

ND = néo definido.
Valores entre parénteses indicam o intervalo de confianga de 95%, quando obtidos.

Os dados de reproducao em SAT, explicitados na Figura 14 e na Figura 15, indicam os
valores de CENO e CEO —para ambos os residuos — que foram de, respectivamente, 1,5% e
2%.A partir das doses 1,5% e 2% para o residuo do Secador ¢ da Centrifuga, respectivamente,
ha reducdo do nimero médio de juvenis, porém este quase chega a nulidade em dosagens
distintas (3% para o Secador e 6% para a Centrifuga) sendo, ainda, um reflexo da baixa
sobrevivéncia dos organismos na dose 3% do Secador.

A reproducdo, em solo natural para o residuo do Secador (Figura 16), s6 foi inibida
significativamente em relacdo ao controle para a dose de 3%, porém ndo representa a CEO.
Para o residuo da Centrifuga (Figura 17) a inibigdo significativa da reproducio ocorreu para a
maior dose (6%), que representa a CEO; a CENO foi a dose de 3%. Quando misturados ao
solo natural os residuos tiveram efeitos menos pronunciados na inibi¢do da reproducao.

Pela avaliacdo do numero médio de juvenis em SAT, chegou-se as concentragdes
efetivas para inibi¢do da reproducdo de Eisenia andrei. De acordo com o descrito na Tabela
16, teores de NaCl de 73,35 mg de NaCl kg'deSAT (Secador) e 181,31 mgde NaClkg
'deSAT (Centrifuga) reduzem a reproducio da populagio em 50%, o que equivale a valores
de condutividade elétrica de 0,15 ¢ 0,31 dS m'l, respectivamente.
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Figura 14.Reproducdo deFEisenia andrei, apoés 56 dias de exposicao as
diferentes doses do residuo do Secador em solo artificial tropical com

5% de matéria organica.
Valores médios de cinco repeticdes e erro padrao em barras.
* Indica diferenga significativa em relacdo ao controle pelo teste de Dunnett (p<0,05).
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Figura 15.Reprodugdo deFisenia andrei, apdés 56 dias de exposicdo as
diferentes doses do residuo da Centrifuga em solo artificial tropical com
5% de matéria organica.

Valores médios de cinco repeticdes e erro padrao em barras.
* Indica diferenga significativa em relacdo ao controle pelo teste de Dunnett (p<0,05).
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Figura 16.Reproducio deFEisenia andrei, ap6s 56 dias de exposi¢do as

diferentes doses do residuo do Secador em solo natural.
Valores médios de cinco repeticdes e erro padrao em barras.
* Indica diferenga significativa em relacdo ao controle pelo teste de Dunnett (p<0,05).
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Figura 17.Reproducdo deFEisenia andrei, ap6és 56 dias de exposi¢do as

diferentes doses do residuo da Centrifuga em solo natural.
Valores médios de cinco repeticdes e erro padrao em barras.
* Indica diferenga significativa em relacdo ao controle pelo teste de Dunnett (p<0,05).

O residuo da Centrifuga ¢ aquele que possui maior quantidade de cloreto de sodio.
Apesar disso, para reprodugdo seus efeitos se mostraram tardios quando comparado ao
residuo do Secador, comportamento similar foi observado por Machado (2012).
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Tabela 16. Concentracdes efetivas (CEy) dos residuos de perfuracdo de pogo de
petréleo em terra no Secador e Centrifuga que levam a inibi¢do da
reproducdo de Eisenia andrei em 20% e 50%, ap6s 56 dias de exposi¢do em
solo artificial tropical com 5% de matéria organica.

Condutividade Elétrica

Percentual (dS m™) Sodio (mg kg™)
Secador
CEy 1,35 (1,10-1,60) 0,14 (0,09-0,20) 60,75
CEs 1,63 (1,35-1,91) 0,15 (0,10-0,20) 73,35
Centrifuga
CEy 1,78 (1,53-2,02) 0,29 (0,14-0,43) 145,37
CEs 2,22 (1,92-2,53) 0,31 (0,14-0,48) 181,31

Valores entre parénteses indicam o intervalo de confianga de 95%, quando obtidos.

Analisando os dados da Tabela 17 fica claro que, nos ensaios em solo natural, ndo foi
possivel obter as concentragdes efetivas que inibem a reprodugdo para o residuo Secador. O
que pode estar relacionado ao fato das equagdes de regressdo ndo linear propostas para
obtencdo das CEs serem baseadas em um padrio tradicional de curva-resposta, onde as
maiores concentracdes causam os maiores efeitos, o que ndo se adequa a distribuicdo dos
dados obtidos neste estudo. A CEsgpara o residuo Centrifuga representa teores de NaCl de
262,98 mg de NaCl kg™ de solo.

Tabela 17. Concentragdes efetivas (CEy) dos residuos de perfuracio de pogo de
petrdleo em terra no Secador e Centrifuga que levam a inibicdo da
reproducdo de Eisenia andrei em 20% e 50%, apds 56 dias de exposi¢do em
solo natural.

Condutividade Elétrica

Percentual Sédio (mg kg™)

(dS m™)
Secador
CE, ND ND ND
CEs, ND ND ND
Centrifuga
CE, 2,60 (2,00-3,20) 0,19 212,34
CE5, 3,22 (2,23-4,21) 0,24 262,98

Valores entre parénteses indicam o intervalo de confianca de 95%, quando obtidos.

Segundo Bright &Addison (2002), concentra¢des de NaCl de 1884 mg kg™ de NaCl
inibem a reproducdo em 50%, enquanto Owojori &Reinecke (2009)encontraram inibi¢ao
quando a concentragio de NaCl — em solo artificial — atingiu2020 mg kg™ de NaCl, e em solo
natural quando a condutividade elétrica foi igual a 0,29 dS m™’.Ja Guzyteet al. (2011) em
valores de 1288 mg kg de NaCl.Kerr &Stewart (2003) afirmam que em concentragdes acima
de 3000 mg kg™ de NaCl ndo ocorre reprodugio.

Apesar de, nesta avaliacdo, menores concentragcdes promoverem a inibicdo da
reproducdo, os resultados ainda sdo comparaveis aos encontrados na literatura, no que diz
respeito ao efeito da salinidade na producdo de juvenis. Afinal, a reproducdo ¢ afetada em
concentragdes menores do que aquelas que afetam crescimento e mortalidade (GUZYTEet al.,
2011). O que indica que, dentre estes, a reproducdo éo parametroecotoxicologico mais
sensivel na avaliagdo dos efeitos toxicos da salinidade sobre a populagdo dessas minhocas
(OWOIJORIet al., 2008).
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4.2.2 FEnchytraeus crypticus

Ao final do periodo experimental de 21 dias para SATe 28 dias para solo natural ndo
foram verificadas mortalidade >20%, ou um CV >50% para o controle.As respostas de
mortalidade e reprodugdo, para ambos os residuos, podem ser observadas na Figura 18 e na
Figura 19 (SAT), e Figura 20 e Figura 21 (solo natural).

No SAT ndo houve a completa inibicdo da reproducdo para nenhuma das doses
testadas, independente do residuo utilizado. Para nenhum dos residuos as concentragdes letais
(CLyp e CLsg) puderam ser determinadas, j4 que a andlise de Probit (regressdo) ndo consegue
estimar as dosagens sem que a matriz de dados tenha sofrido efeitos extremos.

Tanto o residuo do Secador, quanto o da Centrifuga geraram valores de CEO de
0,25%, ou seja, logo na primeira dose testada houve diferencas significativas, em relagdo ao
controle, para o nimero médio de juvenis. Sendo assim, os valores de CENO sao inferiores a
esse, relacionando-se com a maior concentragao que nao difere do controle.
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Figura 18.Reproducdo e mortalidade de Enchytraeus crypticus, apds 21
dias de exposi¢do as diferentes doses do residuo do Secador em solo

artificial tropical com 5% de matéria organica.
Valores médios de cinco repeticdes e erro padrio em barras.
* Indica diferenca significativa em relacdo ao controle pelo teste de Dunnett (p<0,05).

Comparado ao controle, os decréscimos no nimero médio dos juvenis foram, na
sequéncia das doses testadas, de 68%, 32%, 41%, 31%, 44%, 59% e 42% para o residuo do
Secador, e de 62%, 67%, 53%, 71%, 59%, 64,5% e 43% para o residuo da Centrifuga. Apesar
das reducdes ndo foi possivel gerar as CEs para a reproducao dos enquitreideos, uma vez que
as equagdes de regressdo ndo linear adotadas para determina¢do nao se adequam aos dados,
isto ¢, as curvas explicadas pelas equacdes nao correspondem ao comportamento observado.
Entretanto ndo se pode ignorar que a partir da primeira dose (0,25%) para os dois residuos ja
ha efeito de inibicdo, indicando o potencial toxico. Geralmente, as doses mais baixas sao
consideradas ndo significativas, o que ndo se aplica neste caso, ja que baixas dosagens foram
suficientes para afetar a reproducao.
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Figura 19.Reprodugdo e mortalidade de Enchytraeus crypticus, apds 21
dias de exposi¢do as diferentes doses doresiduo da Centrifuga em solo

artificial tropical com 5% de matéria organica.
Valores médios de cinco repeticdes e erro padrio em barras.
* Indica diferenca significativa em relacdo ao controle pelo teste de Dunnett (p<0,05).

Conforme observado no SAT, para o solo natural ndo houve nulidade reprodutiva.
Também nado foi possivel determinar as concentragdes letais e efetivas que promoveram,
respectivamente, mortalidade e inibicdo da reproducdo. O que pode ser mais uma vez
justificado pela inadequacdo dos dados aos modelos de regressdo propostos. Nao houve
deteccdo da CEO ¢ da CENO. Para o residuo do Secador o teste de Dunnett acusou diferengas
significativas em relacdo ao controle para a dose de 1%, representando um aumento da
reproducao (Figura 20).Avaliando somente os valores médios reprodutivos houve reducdo de
20% ou mais (niveis de 50% ndo foram atingidos) em relacdo ao controle, para ambos 0s
residuos, no entanto tal efeito ndo foi continuo, ocorrendo para o residuo do Secador nas
doses 0,25 e 3% e para o da Centrifuga na dose de 6%.

De fato, Castro-Ferreira et al. (2012) afirmam que dos endpoints passiveis de obtencao
quando se trabalha com enquitreideos a reproducdo ¢ mais sensivel que a mortalidade. O que
¢ confirmado pelo fato de Owojori et al. (2009b) terem relatado auséncia de mortalidade para
enquitreideos — mesmo em valores elevados de condutividade elétrica (1,62 dS m™). Bem
como redugdo da reprodug¢ao em condutividade elétrica de 1,03 dS m’, chegando a zero em
valores de 1,62 dS m™.O que esclarece nio s6 porque redugdes significativas na reproducio
foram obtidas em valores de condutividade elétrica de 0,17 dSm™ (Secador em SAT) e
0,23 dSm™ (Centrifuga em SAT) — abaixo dos relatados na literatura (mas que confirma a
sensibilidade) possivelmente pelo efeito conjunto do sodio, dos demais constituintes do
residuo e da condutividade elétrica — mas também porque a sobrevivéncia ndo foi afetada
significativamente.
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Figura 20.Reproducdo e mortalidade de Enchytraeus crypticus, apds 28
dias de exposi¢do as diferentes doses do residuo do Secador em solo
natural.

Valores médios de cinco repeti¢des e erro padrao em barras.

* Indica diferenga significativa em relagdo ao controle pelo teste de Dunnett (p<0,05).
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Figura 21.Reproducdo e mortalidade de Enchytraeus crypticus, apds 28
dias de exposic¢ao as diferentes doses do residuo da Centrifuga em solo
natural.

Valores médios de cinco repeti¢des e erro padrio em barras.

* Indica diferenga significativa em relagdo ao controle pelo teste de Dunnett (p<0,05).

4.2.3 Folsomia candida

A mortalidade observada no controle durante os ensaios, independente do tipo de solo,
nao excedeu 20% e a reproducdo média foi superior a 100; ainda o coeficiente de variacao
nao foi superior a 30%. Atendendo entdo, aos critérios de validagdo protocolados.

44



Similarmente, os residuos empregados no estudo — em suas diferentes dosagens — nao
afetaram a integridade dos organismos inseridos levando a mortalidade. Desta forma nao
foram detectadas doses letais para os ensaios de reproducdo desenvolvidos em SAT.

Em relagao a reproducao nenhuma das concentragoes testadas, de ambos os residuos,
promoveu inibicdo em relagdo ao controle (Figura 22 e Figura 23). As TUnicas
diferengassignificativas ocorreram para oresiduo do Secador na concentracdo de 6% devido
ao estimulo da reprodugdo, isto é, o nimero médio de juvenis foi maior que oobservado no
controle. E nas concentragdes de 1% e 3%, para o da Centrifuga, com inibicdo da reproducao
em valores que diferem estatisticamente do controle — correspondendo a reducdes maiores
que 20%.

No entanto, tais diferen¢as ndo indicam as concentragdes de efeito observado (CEO) e
de efeito ndo observado (CENO). Nem foi possivel determinar as concentragdes efetivas que
reduzem a reproducdo, uma vez que ndo houve redugdes sucessivas oude 50%. A auséncia
dos parametros ecotoxicologicos se relaciona com a variabilidade reprodutiva comum em
ensaios com colémbolos. E, principalmente, com a faixa de condutividade elétrica atingida
nas misturas de residuo e SAT.
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Figura 22.Reproducdo e mortalidade de Folsomia candida, ap6s 28 dias de
exposicao as diferentes doses do residuo do Secador em solo artificial tropical

com 5% de matéria organica.
Valores médios de cinco repeti¢des e erro padrdo em barras.
* Indica diferenga significativa em relagdo ao controle pelo teste de Dunnett (p<0,05).

Crouau & Cazes (2003)notaram que diferencas de um dia na idade dos colémbolos
causaram variabilidade reprodutiva, sendo o coeficiente de variagdo para colémbolos com
onze dias de idade quase 50% maior que naqueles com dez dias de idade. Owojori et al.
(2009b) relataram que a producdo de juvenis em colémbolos foi afetada em valores de
condutividade elevados (1,03 dS m™), sendo nula a reproducio quando a condutividade
atingiu 1,612 dS m™. J& a mortalidade néo foi afetada em ampla faixa de condutividade 0,08 a
1,62dSm™.
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Figura 23.Reproducao e mortalidade de Folsomia candida, apds 28 dias de
exposicao as diferentes doses do residuo da Centrifuga em solo artificial

tropical com 5% de matéria organica.
Valores médios de cinco repeticdes e erro padrio em barras.
* Indica diferenca significativa em relacdo ao controle pelo teste de Dunnett (p<0,05).

Para o solo natural foram observadas redugodes significativas da reproducao a partir da
primeira dose testada do residuo do Secador (Figura 24). Comportamento similar ocorreu para
o residuo da Centrifuga, porém a dose a partir da qual se detectaram diferencgas foi a de 0,5%

(Figura 25).
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Figura 25.Reprodugdo e mortalidade de Folsomia candida, apés 28 dias de

exposic¢do as diferentes doses do residuo da Centrifuga em solo natural.
Valores médios de cinco repeti¢des ¢ erro padrdo em barras.
* Indica diferenga significativa em relagdo ao controle pelo teste de Dunnett (p<0,05).

Nos ensaios conduzidos em SAT, a maior concentragao testada do residuo Secador
atingiu, do inicio ao fim do ensaio, condutividades de 0,30 a 0,36 dS m™, e do residuo
Centrifuga de 0,46 a 0,52 dS m'l, valores esses inferiores aos descritos como prejudiciais.
Ainda, de acordo com a literatura, os colémbolos (Folsomia candida) sdo os organismos com
menor sensibilidade ao estresse salino, quando comparados a enquitreideos e minhocas. O
que, considerando os resultados obtidos neste estudo e no de Bianchi (2013), parece ser uma
questdo variavel e dependente da combinagdo de fatores que constituem a amostra j4 que
foram esses, juntamente com os enquitreideos, os organismos mais sensiveis a salinidade no
que diz respeito ao endpoint de reprodugao.

Segundo afirmacdo de Domene et al. (2011), os colémbolos reproduzem menos em
solo artificial (cerca de 400 juvenis) havendo, em metade dos casos, diferencas significativas
entre a reproducdo nestes € no solo natural (18 solos naturais, nos quais a reproducao variou
de 242-1210 juvenis). O que ¢ contrario ao observadoneste estudo, afinal quando comparados
os materiais de solo utilizados a reproducdo em SAT foi maior, considerando inclusive aquela
obtida nas diferentes doses.

O que pode se relacionar a afirmacao de Filseret al. (2014) de que as caracteristicas do
substrato ndo s6 influenciam a biodisponibilidade das substancias, mas também o
comportamento das organismos-teste. Greenslade & Vaughan (2003) estabelecem que em pH
préoximo a 8,03 ja ndo ocorre reproducdo em Folsomia candida, sendo encontrados apenas
quatro adultos. Neste estudo para a maiordose, de ambos os residuos, o pH variou do 1°-28°
dia de 8,26-8,19 (Secador) e de 8,25-8,22 (Centrifuga), sendo encontrados, especificamente, 7
adultos e 40 juvenis — em média — no residuo do Secador e 6 adultos e 18 juvenis — em média
—no residuo da Centrifuga. Apesar de estarem acima da referéncia de Greenslade & Vaughan
(2003) tais valores encontram-se abaixo do minimo esperado para solos nao contaminados
(acima de 50 individuos).
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Na Tabela 18 constam as concentracdes letais para 20% da populacdo de Folsomia
candida e as concentragdes efetivas que promoveram inibi¢do da reproducdo em
50%.Isolando os residuos tem-se uma CL,y de 5,70% e uma CEsy de 0,25% quando foi
misturado ao solo natural o residuo do Secador; CL; de 0,63% e CEso de 1,16% quando a
mistura foi com residuo da Centrifuga.De fato os dados da Tabela 18 e aqueles expressos na
Figura 24s3o complementares, uma vez que o residuo do Secador teve sua CEO em 0,25%,
com CENO abaixo deste valor — que foi o mesmo percentual de residuo responsavel por inibir
a reproducgdo. Ja a concentragdo letal foi determinada entre as doses de 3 ¢ 6%, a partir de
onde ocorre mortalidade superior a 20%. A CEO do residuo da Centrifuga foi de 0,5%, com
CENO de 0,25%; pequenos acréscimos a partir da dose de 1% foram responsaveis por inibira
reproducdo. O mesmo raciocinio de complementariedade cabe para a CL,o determinada como
o percentual de 0,63% que, se observada aFigura 25, localiza-se exatamente entre a dose onde
mortalidades superiores a 20% comecaram a ocorrer.

Tabela 18. Concentragdes efetivas (CEy) e letais (CLy) dos residuos
do Secador e da Centrifuga que inibem 50% da reproducdo e
causam mortalidade de 20% de Folsomia candida, em solo

natural.
Percentual Sodio (mg kg™)
Secador
CEs 0,25 (0,07-0,42) 11,25
CL;y 5,70 256,50
Centrifuga

CEs 1,16 (0,43-1,88) 94,73
CL; 0,63 51,45

Valores entre parénteses indicam intervalo de confianga de 95%, quando obtidos.

Os resultados mostram diferencas na biodisponibilidade dos constituintes dos residuos
nos solos avaliados. Como nao houve associagao entre os resultados nao foi possivel prever —
ouextrapolar — a ecotoxicidade e a biodisponibilidade dos residuos no solo natural a partir dos
estudos em solo artificial. O que também foi observado por Santos et al. (2012) ao avaliarem
a fuga de colémbolos em SAT e solo natural contaminado com petroleo.
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Tabela 19. Sintese e comparagdo entre valores de CLsy e CEsy para os diferentes endpoints ecotoxicoldgicos de Eisenia andrei e
Folsomia candida, quando determinados, expostos aos diferentes residuos de perfuragdo de pogos de petréleo em terra (Secador e
Centrifuga) em SAT e solo natural coletado em Seropédica-RJ.

CLs (intervalo de confianga)

CEs (intervalo de confianga)

Material de Solo / Residuo Letalidade Fuga Crescimento Reproducao
mg de NaCl kg
SAT / Secador
Eisenia andrei 329,40 53,77 (30,89-88,70) 339,75 73,35
SAT / Centrifuga
Eisenia andrei ND 75,89 (43,60-117,14) ND 181,31
Solo Natural / Secador
Eisenia andrei ND 37,95 ND ND
Folsomia candida ND ND ND 11,25
Solo Natural / Centrifuga
Eisenia andrei ND 112,88 (39,36-316,94) 1030,67 262,98
Folsomia candida ND ND ND 94,73

ND = ndo determinado.

Baseado em Owojori & Reinecke (2009).
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Tabela 20. Sintese das concentragdes de efeito observado e ndo observado para os endpoints de
crescimento e reprodugao.

CEO CENO

Material de Solo / Residuo Dose (%) NaCl (mg kg'l) Dose (%) NaCl (mg kg’l)

SAT / Secador
Eisenia andrei Crescimento ND ND ND ND
Reprodugédo 2 90,00 1,5 67,50
Enchytraeus crypticus 0,25 11,25 <0,25 <11,25
Folsomia candida ND ND ND ND
SAT / Centrifuga
Eisenia andrei Crescimento ND ND ND ND
Reprodugao 2 163,34 1,5 122,51
Enchytraeus crypticus 0,25 20,42 <0,25 <20,42
Folsomia candida ND ND ND ND
Solo Natural / Secador
Eisenia andrei Crescimento ND ND ND ND
Reprodugao ND ND ND ND
Enchytraeus crypticus ND ND ND ND
Folsomia candida 0,25 11,25 <0,25 <11,25
Solo Natural / Centrifuga
Eisenia andrei Crescimento 2 163,34 1,5 122,51
Reprodugédo 6 490,02 3 245,01
Enchytraeus crypticus ND ND ND ND
Folsomia candida 0,5 40,84 0,25 20,42

ND = ndo determinado.



4.2.4 Germinacao de Sementes e Crescimento de Plantas

Os ensaios em SAT foram validados, uma vez que houve 100% de emergéncia no
controle absoluto para as duas espécies vegetais estudadas (Figura 26). O mesmo ocorreu com

os ensaios em solo natural (Figura 27).
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Figura 26.Emergéncia de plantas de milho (Zea mays) e feijao caupi (Vigna unguiculata) nas
diferentes doses dos residuos do Secador e da Centrifuga, em solo artificial tropical com

5% de matéria organica.
Valores médios de cinco repeti¢des.
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Figura 27.Emergéncia de plantas de milho (Zea mays) e feijao caupi (Vigna unguiculata)

nas diferentes doses dos residuos do Secador e da Centrifuga, em solo natural.
Valores médios de cinco repeti¢des.

Para os residuos testados em SAT, ndo houve diferencas para germinagdo e
emergéncia de feijdo caupi. Entretanto, a emergéncia de milho foi afetada nas diferentes doses
do residuo Secador, onde atingiu percentuais de emergéncia de até 67%. Em solo natural a
resposta da emergéncia para o feijdo caupi, para os dois residuos, foi similar apesar
depequenas flutuacdes verificadas. O milho (Zea maysL.) foiaplanta mais afetada tendo como
ponto comum percentuais de emergéncia minimos entre 67-73% na dosagem de 1,5% dos
residuos Secador e Centrifuga, respectivamente.

Ayers &Westcot (1999) caracterizaram o milho (Zea mays L.) comouma cultura
moderadamente sensivel ao estresse salino, com condutividade elétrica do solo limite de
1,7dS m™”. Sendo maior a tolerincia no pendoamento e menor durante a fase vegetativa
(BEZERRAet al., 2010).Apesar de salinos, as propor¢des dos residuos misturadas aos solos
artificial e natural ndo elevaram a condutividade elétrica do solo a tal limiar. No entanto, a
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germinagdo e emergéncia foram afetadas em niveis baixos de salinidade, especialmente em
solo natural.

Esse resultado pode estar relacionado ao comportamento do residuo,que ¢ uma mistura
heterogénea contendo outros agentes estressores que podem afetar individual, ou
conjuntamente o comportamento dos organismos-teste avaliados. Contam também as
diferengas quimicas e mineraldgicas entre os materiais de solo estudados: um deles o solo
artificial tropical inerte e que permite avaliar os efeitos apenas do contaminante; eo solo
natural cujas caracteristicas fisicas, quimicas e biologicas interagem com os residuos
atenuando ou ndo seus efeitos.

Afinal a biodisponibilidade e mobilidade dos xenobidticos no solo dependem das
propriedades fisicas e quimicas da substancia, de caracteristicas do solo (textura, teor de
matéria organica, conteudo e tipo de argilominerais e 6xidos de Fe, Al ¢ Mn), do tempo de
interagdo, dos organismos-teste, e de outras condigdes fisicas e quimicas que prevalecem no
solo (saturacdo, aeragdo, pH e Eh) (LEVY et al., 1992; ALEXANDER, 2000; REID et al.,
2000, van GESTEL, 2012).

O fejjdo caupi ¢ considerado moderadamente toleranteasalinidade por Ayers
&Westcot (1999) — com condutividade elétrica do solo limite de 4,9 dS m™!, embora Dantas et
al. (2002) afirmem que o grau de tolerancia ¢ variavel entre os diferentes gendtipos. O que ¢
confirmado por Morales et al. (2001), ja que nem todas as partes da planta sdo igualmente
afetadas pela salinidade, ou seja, a adaptacdo ao estresse salino varia entre espécies e, em um
mesmo genotipo, pode variar entre estddios fenoldgicos. Considerando os resultados de
emergéncia de plantas (Figura 26 e Figura 27), das espécies vegetais testadas, o feijdo caupi
foi a mais tolerante ao estresse salino.

Os parametros vegetativos massa seca de raiz (MSR), massa seca de parte aérea
(MSPA) e altura de parte aérea (APA) foram analisados, para cada cultura e residuos, em
SAT (Figura 28) e em solo natural (Figura 29). Foram observadas reducgdes significativas de
MSR para o feijao caupi a partir da dose de 1% do residuo do Secador, e nas doses 1; 1,5 ¢
6% do residuo da Centrifuga. Apenas na dose de 3% do residuo da Centrifuga houve reducao
significativa em relagdo ao controle da MSR do milho, nenhuma das espécies vegetais,
independente do residuo avaliado, apresentou reducdes de MSPA. Para ambos os residuos o
comportamento do feijdo caupi no que se refere a reducdes da APA foi idéntico, com
significancia a partir da dose de 2% dos residuos acrescidos ao SAT.

A mistura de residuos e solo natural reduziu a APA apenas do feijao caupi na dose 6%
do residuo do Secador, enquanto o residuo da Centrifuga afetou MSPA do feijao caupi e APA
de milho na dose 6%. Intimeros trabalhos relatam os efeitos da salinidade em plantas, sempre
relacionados com a condutividade elétrica (solo, d4gua ou extrato de saturagdo do solo). Em
milho sdo discriminados efeitos na reducdo da altura de planta, MSR ¢ MSPA (AZEVEDO
NETO&TABOSA, 2000;GARCIAet al., 2007;BLANCO et al., 2008;GONDIM et al., 2011,
SOUZA et al.; 2012). O que estd de acordo com os resultados de MSR e APA obtidos nesse
estudo ecotoxicoldgico de plantas. Ja4 aMSPA teve comportamento distinto dos referenciados,
isto ¢, nao houve sinalizagao de inibigdo pela salinidade.

Sousa et al. (2007) descreveram que a salinidade e a composicao i0nica da dgua de
irrigagdo afetaram o crescimento do feijdo caupi, especificamente a produgdo de biomassa.
Assim como Bezerra et al. (2010) que verificaram decréscimos na produtividade e no
crescimento de feijdo caupi associados a salinidade agravada pela estagdo seca, pois os sais
ndo eram lixiviados, em condutividade elétrica da agua de 2,2 dS m'l, menor que a
preconizada de 3,3 dS m" (AYERS&WESTCOT, 1999). Fato justificado pelas variacdes no
grau de tolerancia da cultivar que podem ainda ser dependentes do estadio fenologico, de
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condi¢des climaticas e demais fatores. Prazeres et al. (2014)encontraram reducdes para MSR
e MSPA em feijao caupi.
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Figura 28.Massa seca de raiz, massa seca de parte aérea e altura de parte aérea das plantas
de milho (Zea mays) e feijao caupi (Vigna unguiculata) apés exposicao as diferentes
doses dos residuos de perfuragdo em solo artificial tropical com 5% de matéria
organica.

Valores médios por planta e desvio padrao em barras.

* Unicas doses com diferenca significativa, quando comparado ao respectivo controle, pelo teste de Dunnett
(p<0,05).

Andrade et al. (2013) avaliaram a altura de plantas de genoétipos de feijaocaupi (BRS-
Potengi, BRS-Pajet, BR17-Gurguéia, BRS-Guariba) irrigado com aguas salina (0,6; 2,1; 3,6 ¢
5,1 dSm™) e observaram que a salinidade reduziu a altura de plantas a partir de 0,6 dS m™.
Os autores concluiram que hd um comportamento distinto da salinidade em cada genotipo.

Diversos trabalhos relatama reducdo de pardmetros vegetativos em condicdes salinas.
Porém, Calvet et al. (2013) avaliando efeitos da aplicagio desolugdo salina (5,0 dS m™) nas
duas fases iniciais de desenvolvimento do feijdo caupi cultivar Epace 10,0bservaram que o
crescimento ndo foi afetado em nenhuma fase. O comportamento do feijdo caupi, cultivar
BR17-Gurguéia, empregado aqui como indicador do estresse salino se igualou ao dos demais
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estudos com reducdo de todos os pardmetros avaliados (MSR, MSPA e APA), mesmo em
menores valores de condutividade elétrica.
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Figura 29.Massa seca de raiz, massa seca de parte aérea e altura de parte aérea das plantas
de milho (Zea mays) e feijao caupi (Vigna unguiculata) apés exposicao as diferentes
doses dos residuos de perfuragdo em solo natural.

Valores médios por planta e desvio padrao em barras.

* Unicas doses com diferenca significativa, quando comparado ao respectivo controle, pelo teste de Dunnett
(p<0,05).

Garcia et al. (2007)explicam que as redugdes de biomassa e/ou produtividade, para
qualquer espécie vegetal, se devem a desvios na rota metabolica. Sendo um reflexo do custo
energético associado a tentativa de adaptacdo aoestressepelo aumento dos niveis de salinidade
no solo (MUNNS, 2002).

A ndo diferenciagdo dos parametros vegetativos, em relacdo ao controle, para ambos
os solos e residuos, parece indicar que em determinadas doses os residuos do Secador ¢ da
Centrifuga favorecem o estabelecimento e o crescimento vegetativo. Comportamento
semelhante foi observado por Magalhdes (2011), Machado (2012) e Sampaio Junior (2012)
que, avaliando diferentes culturas em solo natural contendo residuos de perfuragao,
identificaram incrementos ou equivaléncia de biomassa entre doses menores e testemunha.
Considerando apenas parametros vegetativos percebe-se que, apds a germinacdo e
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emergéncia, onde foi mais tolerante as condi¢des estressoras — a sensibilidade do feijao caupi
ao estresse salinoaumentou, principalmente quando cultivado em SAT acrescido dos residuos.

Quando foram coletadas as plantas de feijao caupi observou-se a associacao das raizes
com bactérias fixadoras de nitrogénio, ou seja, mesmo havendo a introducao — nos diferentes
tratamentos — de sementes sem inoculacdo ocorreu anodulagdo; sugerindo que caracteristicas
intrinsecas da planta e, principalmente, o proprio ambiente da casa de vegetagdo
influenciaram a nodulac¢do. O que ¢ explicado pelo fato do feijdocaupi estabelecer simbiose
com varias bactérias do solo (promiscuidade), coletivamente chamadas de
1izobios(GUIMARAES et al., 2012; ZHANG et al., 2007). Devido a baixa especificidade de
nodulagdo do feijdo caupi (GUIMARAES et al., 2012), nodulos costumam ser facilmente
encontrados nas raizes, podendo — inclusive — ocorrer em experimentos em casa de vegetacao,
onde a planta foi cultivada, sem inoculagdo, em substrato autoclavado (MELO & ZILLI,
2009).

Tal fato chamou atengdo tanto para a coloragdo dos nddulos associados quanto para a
coloracdo verde amarelada das folhas do feijao caupi. Os sintomas de deficiéncia de
nitrogénio foram, visualmente, mais acentuados nos tratamentos do solo artificial tropical,
conforme se vé na Figura 30(ampliacdo consta no Anexo G), que no solo natural (Figura 31,
ampliagdo consta no Anexo H).

‘DECD
1,00 SECADOR

Figura 30.Diagnose visual do feijado caupi (Vigna unguiculata) apds
exposicao as diferentes dosagens dos residuos de perfuragdo em solo
artificial tropical.

A — Visdo geral das plantas nos diferentes doses. B ¢ C — Coloragao dos

nddulos.
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Figura 31.Diagnose visual do feijado caupi (Vigna unguiculata) apds
exposicao as diferentes dosagens dos residuos de perfuragdo em solo
natural.

Na Tabela 21 estdo detalhados os teores de nitrogénio total na parte aérea e raiz, o
nimero médio de nodulos e a atividade destes em SAT. Para o residuo do Secador as doses
que apresentaram diferencas significativas seguiram o mesmo padrdo, ocorrendo a partir da
dose 3% para nimero de nddulos e nitrogénio total em parte aérea, enquanto o residuo da
Centrifuga diferiu em niimero de nédulos apenas na maior dose e para nitrogénio total em
parte aérea a partir da dose de 3%. Nao houve diferencas para o teor de nitrogénio total na
raiz. A massa seca de nddulos apresentou comportamento similar ao observado para nimero
de nodulos.

Avaliando a nodula¢do compreende-se porque nao foram percebidas variagdes na
coloracdo das plantas oriundas dos vasos contendo solo natural incorporado com as diferentes
dosagens dos residuos. Para a sequéncia de doses estudada ndo foram constatadas diferencas
estatisticas entre dose e controle para nimero e atividade de nddulos, independente do
residuo. Entretanto, para a maior dose do residuo da Centrifuga houve diferenca significativa
para nitrogénio total em parte aérea (Tabela 22). A massa seca de nddulos a partir da primeira
dose (0,25%) de ambos os residuos foi significativamente menor que no controle. Os menores
teores de nitrogénio na raiz foram para o residuo do Secador, nas doses de 1% e 6%, e para o
da Centrifuga na dose de 0,25%.

O comportamento do numero de nodulos nos cultivos em SAT estd de acordo com os
resultados de Medeiros et al. (2008), Leite et al. (2009) e Prazeres et al. (2014), que
analisando o efeito da salinidade sobre nodulacao de feijao caupi verificaram que aumentos na
condutividade elétrica e/ou salinidade afetam negativamente a nodulagdo, indicando a
sensibilidade da simbiose ao estresse salino. Para Lima et al. (2007), o nimero de nédulos do
feijdo caupi € o parametro mais afetado pela salinidade da adgua de irrigagdo, com perdas de
até 98% com o incremento salino da agua.

Para Xavier et al. (2007), plantas com os maiores valores de massa média e nimero de
noédulos fixam mais nitrogénio atmosférico e do solo podendo-se, portanto, inferir que estes
parametros refletem maiores teores acumulados na planta.O que estd de acordo com o
observado por Silva et al. (2010) que obtiveram correlagdes positivas entre o acumulo de
nitrogénio em parte aérea de feijdo caupi e a nodulacdo, indicando proporcionalidade entre
FBN (fixa¢ao biologica de nitrogénio) e nodulagao.

Pelo descrito para o SAT os menores numeros de nodulos e, consequentemente de
suas massas secas, se relacionaram com os menores teores de nitrogénio total em parte aérea.

56



Melo & Zilli (2009) relataram a interferéncia de fatores edafoclimaticos na fixagdo biologica
de nitrogénio em feijdo-caupi, o que justificaria a diferenca entre o nimero de nodulos do
SAT e do solo natural, e os diferentes resultados dos residuos nestes solos.

Tabela 21.Teor de nitrogénio e atividade dos nddulos associados as raizes de
feijdo caupi cultivado em diferentes concentracdes dos residuos de
perfuragdo em solo artificial tropical com 5% de matéria organica.

N° Atividade Massa Nitrogénio Total (g kg
de Muito Seca de
Tratamento n6dulos Ativo Ativo Inativo Noédulos Raiz Parte Aérea
(mg)
Secador
Controle SAT 34 6 24 4 110 12,30 58,20
0,25% 37 4 28 5 120 13,10 30,60
0,5% 47 7 34 6 130 14,40 27,70
1% 51 5 45 1 110 15,50 31,70
1,5 41 4 32 5 80 15,30 29,00
2% 42 4 31 7 110 12,20 24,20
3% 19* 1** 17 1 70%* 10,90 8,20*
6% 4% 0** Q%% 2 20%* 10,60 7,40*
Centrifuga
0,25% 42 5 35 2 110 12,50 28,40
0,5% 38 5 32 1 130 13,30 29,20
1% 36 5 23 8 80 14,70 23,00
1,5% 37 6 28 3 130 14,50 26,70
2% 38 Q** 24 14 100 12,40 19,90
3% 31 0** 27 4 80 17,80 11,40%*
6% 9* 0** S¥* 4 40* 13,60 7,40*

Valores médios de cinco repeti¢des.
*Indica diferenca significativa em relag@o ao controle pelo teste de Dunnett (p<0,05).
**Indica diferenga significativa em relagdo ao controle pelo teste LSD (p<0,05).

Tabela 22.Teor de nitrogénio e atividade dos ndédulos associados as raizes
de feijao caupi cultivado em diferentes concentragdes dos residuos de
perfuracao em solo natural.

Atividade Massa Nitrogénio Total (g kg™)
N°de Seca de
Tratamento nodulos Ativo Inativo Noédulos Raiz Parte Aérea
(mg)
Secador
Controle 29 24 5 120 16,60 17,30
Solo natural ’ ’
0,25% 29 22 7 30* 14,90 18,60
0,5% 42 33 9 30* 15,30 15,20
1% 41 32 9 30* 13,40%* 15,00
1,5 37 29 8 20%* 14,60 15,60
2% 32 26 6 30* 15,10 16,10
3% 43 30 13 30* 17,10 14,40
6% 31 25 6 40* 12,80%* 15,70
Centrifuga
0,25% 42 30 12 30* 13,30%* 16,00
0,5% 28 19 9 30* 14,10 16,10
1% 36 27 9 40%* 15,20 16,10
1,5% 38 25 13 30* 15,10 15,90
2% 39 26 13 30* 15,00 15,90
3% 51 38 13 40* 15,70 15,00
6% 56 38 18 40* 16,70 12,00*

Valores médios de cinco repeti¢des.

*Indica diferenca significativa em relag@o ao controle pelo teste de Dunnett (p<0,05).

**Indica diferenga significativa em relagdo ao controle pelo teste LSD (p<0,05).



5 CONCLUSOES

Nao se recomenda o uso dos residuos de perfuracao de pogos de petroleo em terra
como fertilizantes ou condicionadoresagricolas, pois pode haver efeitos deletérios aos
invertebrados do solo mesmo em concentragcdes consideradas seguras para as plantas. Uma
vez que os resultados indicam que esses afetam negativamente os organismos edaficos da
meso ¢ macrofauna tanto em curto (ensaios de fuga), quanto em longo prazo (ensaios de
reproducdo). Afinal efeitos toxicos foram detectados ja na dose de 0,25% para a reproducao
de enquitreideos (em SAT) e colémbolos (solo natural acrescido de residuo do Secador). E na
dose de 0,5% para a reproducdo de colémbolos (solo natural acrescido de residuo da
Centrifuga) e fuga de minhocas (ambos os materiais de solo e residuos). Eles devem, portanto,
continuarem restritos as areas destinadas a adequada disposicao (descarte).

Os ensaios de fuga e reproducdo mostraram-se sensiveis e adequadosna
determinagdodo comprometimento das fungdes de habitat e, consequentemente, ¢ da funcao
desempenhada por esses organismos no ambiente.

A mortalidade nao foi o parametro mais sensivel na avaliacdo da ecotoxicidade dos
residuos de perfuragao.

Considerando as concentracdes efetivas obtidas para reproducao, o residuo do Secador
foi mais toxico que o residuo da Centrifuga.

O milho mostrou-se mais sensivel que o feijdo caupi ao estresse salino e a agdo dos
demais constituintes dos residuos, em ambos os materiais de solo, durante a germinagdo ¢ a
emergéncia.

De modo geral, a sensibilidade do feijao caupi aumentou em sua fase vegetativa, o que
afetou negativamente a massa seca de raiz, a massa seca de parte aérea e a altura de parte
aérea.

O estudo qualitativo de nddulos mostrou-se um endpoint sensivel e adequado a
avaliagdo ecotoxicologica de residuos de perfuragdao contendo sodio.

Confrontados com os registros literarios, os residuos de perfuragdo foram mais
toxicos, pois em menores concentragdes salinas, valores de condutividade elétrica, ou
concentragoes efetivas afetaram os endpoints considerados em cada ensaio, devido aos efeitos
aditivos de demais constituintes dos residuos.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A medida que os residuos sdo diluidos com o solo natural ou o SAT, e assim o efeito
do NaCl diminui, ¢ possivel que a toxicidade de alguns elementos se torne mais pronunciada.
Nao se pode descartar, inclusive, o efeito de substancias nao analisadas. Os resultados
mostram que determinadas doses apresentam um efeito positivo sobre o crescimento de
plantas, o que corrobora o que foi reportado por outros autores para o uso agricola destes
residuos, porém o presente trabalho mostrou que efeitos toxicos podem ocorrer para a fauna
edafica mesmo em baixas doses, o que pode levar ao comprometimento da funcdo de habitat
do solo para estes organismos e a perda tanto da biodiversidade, quanto de servigos
ecossistémicos importantes em areas agricolas (ciclagem de nutriente; fertilidade do solo;
estrutura da comunidade com impactos sobre a cadeia tréfica — os organismos servem de
alimentoa outros) ao longo destas aplicacdes, o que precisa ser melhor estudado.

Ressalta-se que a avalia¢ao das fungdes de retengdo do solo ndo foi contemplada neste
estudo; recomenda-se, em estudos futuros,a execugdo de ensaios de ecotoxicidade aquatica
com organismos representantes dos diferentes niveis troficos (bactérias, cladoceros, peixes,
algas e plantas aquaticas, dentre outros) de forma a aumentar a confiabilidade, a abrangéncia e
a relevancia ecoldgica da avaliacdo ecotoxicologica dos residuos de perfuracdo de pocos de
petrdleo em terrapor englobar diversos nichos troficos (produtores primarios, consumidores
primarios e consumidores secundarios) em ecossistemas distintos (terrestre e aquatico);
recomendacao que se deve as diferencas de sensibilidade de cada espécie frente ao
xenobidtico.

Recomenda-se também em estudos futuros que ao final dos ensaios com organismos
terrestres,seja feita a caracterizagdo quimica dos materiais de solo, o que indicaria — no caso
de misturas complexas como os residuos de perfuragdo — que elementos encontram-se
biodisponiveis apds a agdo dos organismos-teste, eclucidaria quais os atores coadjuvantes
responsdveis pelos efeitosaditivos, isto ¢, pela intensificacdo dos efeitos negativos
promovidos pelo alvo inicial (“constituinte-problema’)do estudo.

As respostas obtidas neste estudo com residuos contrariaram o paradigma, enraizado
em ecotoxicologia, de que as concentragdes de qualquer substancia testadageremcurvascom
relagdio monotdnica,isto ¢, quanto maioresas concentragcdes, maiores os efeitos
observados.Implicando que, no caso de se trabalhar com misturas complexas, a resposta nem
sempre se adequa a curva concentragao-resposta tradicional (que sdo a base para as equagdes
de regressdo), pois podem ocorrer efeitos mais intensos em pequenas concentragdes. Infere-se
entdo que o modelo tradicional pressupde que os contaminantes € o ambiente sdo iguais
(substancias puras e ambiente simples), ignorando que ambos sdo fontes de variagdo,
especialmente quando se compreende que a atividade dos organismos pode alterar a
disponibilidade dos contaminantes, assim como a presenca do contaminante modifica a matriz
do solo, o que reflete em seu modo de agao.

Outras técnicas estatisticas, além das estabelecidas nos protocolos, podem e devem ser
usadas garantindo a determinagdo das concentracdes efetivas (fuga, crescimento, reprodugao),
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pois conforme discutido neste trabalho os modelos difundidos nao foram eficientes para todas
as avaliagdes do residuo. As normas ISO 16387 (2003) e NBR ISO 16387 (ABNT, 2012)
trazem em seus anexos um fluxograma com os passos estatisticos a serem seguidos para a
determinagdo das concentragdes de efeito (CEO e CENO) em que surge a questdo da relagao
monotonica. Entretanto, o caminho para o desenvolvimento de modelos que melhor se
adequem e expressem os resultados de substancias ndo puras ainda ¢ longo, considerando
queestudos com residuos (toxicidade de misturas) sdo incipientes. Assim, maiores estudos sao
requeridos para que haja o aprofundamentoa critica dos modelos matematicos aplicados em
ecotoxicologia, principalmente quando se pensa na gama de misturas complexas existentes, e
emergentes, que devem ser caracterizadas quanto a toxicidade aos sistemas naturais.

Diante dos resultados obtidos com o estudo qualitativo da nodula¢do do feijao caupi,
seu uso em estudos futuros e o desenvolvimentode um protocolo especifico apesentam-se
promissores. Para garantir a inclusdo desta proposi¢do em diretrizes de ensaios
ecotoxicologicos € necessario, no entanto, testar diversos xenobidticos, em diferentes
ambientes, em solos natural e artificial, ou artificial tropical, visando a formac¢ao de um banco
de dados que permita a compara¢do, ou at¢ mesmo a extrapolagdo, dos resultados. Deste
modo, comprova-se queestes ensaios sao sensiveis e capazes de garantir uma maior robustez
as avaliagdes de risco ecologico, considerando ensaios com plantas terrestres.Podem-se
sugerir duas abordagens: a avaliagdo da nodulagdo espontinea, como feito neste estudo; ou a
inoculacdo dos tratamentos, pois assim a inibi¢do ou supressdo da nodulacdo, que altera a
estrutura populacional de outros organismos ao longo da cadeia tréfica e impacta processos
vitais como a decomposi¢d@o de matéria organica e a ciclagem de nutrientes (MOREIRA et al.,
2010), podem ser mensuradas e comparadas ao controle.
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8 ANEXOS
v Anexo A

Informagdes de todas as amostras coletadas nos equipamentos Secador e Centrifuga I, no poco 7-MGP-50D-BA e formacao das amostras
compostas.

Ircl}forln} agocs Informagdes do Fluido ]CEomp osta p tor
Id Fase Prof. (m) cologicas qUIPAMCILo Observacgdes
Formagéo Tipo Densidade (Ib gal’) Secador Centrifuga I

1 I 0-72 Sao Sebastido N Parafina

2 I 72 - 140 Sao Sebastido N Parafina

3 I 140 — 198 Sdo Sebastido N Parafina 8,9-9,2 Zona de transicio dgua

4 I 198 — 292 Sao Sebastido N Parafina 1S Te doce/salgada

5 I 292 - 360 Sao Sebastido N Parafina

6 I 360 — 425 Sdo Sebastido N Parafina 9,5-9,7

7 I 425 - 506 Sdo Sebastido N Parafina 9.4

8 506 — 570 Pojuca N Parafina 9,4

9 II 570 — 640 Pojuca N Parafina

10 I 640 - 712 Pojuca N Parafina

11 II 712 - 778 Pojuca N Parafina 9,5-9,9

12 I 778 — 850 Pojuca N Parafina

13 II 850 —-922 Pojuca N Parafina N 2C

14 II 922 — 994 Pojuca N Parafina 10,2-10,6

15 1 9941066 Pojuca N Parafina 10,8-11,2 Obletlvo(?lzzundarlo )

16 II 1066 — 1127 Pojuca N Parafina 11,2-11,5
Objetivo Secundario —

17 11 1127 — 1220 Pojuca N Parafina 11,6 Oleo/ Zona de Kick —

3S 3C Alta pressao

Objetivo Secundario -

18 II 1220 — 1292 Marfim N Parafina 11,5 Oleo
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Zona de Kick — Alta

19 I 1292 — 1364 Marfim N-Parafina ~
pressdo

20 II 1364 — 1436 Marfim N-Parafina 11,5-11,6

21 I 1436 — 1508 Marfim N-Parafina 11,5 4S 4C

22 1T 1508 — 1600 Marfim N-Parafina 11,5

23 I 1600 — 1672 Maracangalha N-Parafina

24 I 1672 — 1744 Maracangalha N-Parafina 10.5:9 5

25 I 1744 — 1816 Maracangalha N-Parafina T

26 I 1816 — 1888 Maracangalha N-Parafina 53 5C

27 I 1888 — 1960 Maracangalha N-Parafina 9,5

28 I 1960 — 2032 Maracangalha N-Parafina 9,6

29 II 2032 -2104 Maracangalha N-Parafina 9,6-9,5

30 II 2104 -2176 Maracangalha N-Parafina 9,5-9,6

31 m 2176 -2320 Maracangalha N-Parafina 9.5

32 1 2320-2320 Maracangalha N-Parafina ’ 6S 6C

33 1 2320-2392 Maracangalha N-Parafina 9,6

34 I 2392 -2464 Maracangalha N-Parafina 10

35 I 2464 —2536 Maracangalha N-Parafina 9.59.6

36 I 2536 -2608 Maracangalha N-Parafina T

37 111 2608 — 2680 Maracangalha N-Parafina 9,5-9,6 7S 7C

38 I 2680-2752 Maracangalha N-Parafina 9,5

39 I 2752 -2824 Maracangalha N-Parafina 9,5

40 I~ 2824 — 2853 Maracangalha N-Parafina 9,5

*Cada amostra simples tem intervalo de 72 metros, correspondendo a aproximadamente 8 tubos de 9 m cada. Na geracdo de cada amostra

simples foram coletados 8 sub-amostras, correspondendo a cada tubo.

Nesse pogo a Centrifuga I funciona ligada diretamente ao Secador, ou seja, o fluido recuperado pelo Secador ¢ tratado, logo em seguida, pela
Centrifuga I. Podendo, assim, relacionar o residuo gerado por esse equipamento com a profundidade do pogo.
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v' Anexo B

» [nformagdes de todas as amostras coletadas na Centrifuga II que trata o fluido do sistema, no poco 7-MGP-598D-BA e formagdo das

amostras compostas.

Informacdes do Fluido Composta pot
Id Fase Equipamento Observacdes
Tipo Densidade (Ib gal') Centrifuga II

1 | N-Parafina 8,9

2 1 N-Parafina 9,5-9,7

3 1 N-Parafina 9.4 Te

4 1 N-Parafina 9,4 2

5 II N-Parafina 10-11,6 Zona de K1C~k ~ Alta

pressao

6 111 N-Parafina 10,5

7 111 N-Parafina 9,6

8 111 N-Parafina 9,6

9 111 N-Parafina 9,6

10 III N-Parafina 9,5

11 III N-Parafina 9.4 2C

12 II  N-Parafina 9,4 :

13 III N-Parafina 9,5

14 III N-Parafina 9.5

15 11 N-Parafina 9,5

16 1III N-Parafina 9,5

17 I N-Parafina 9,5
* As amostras simples foram formadas a partir da quantidade gerada pelo equipamento em
cada fase.
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v" Anexo C

Esquema ampliado dos ensaios de fuga com Eisenia andrei.
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4

es experimentais.

- 53 5 o |

de fuga com minhocas da espécie Eisenia andrei— unidad
A — Obtengdo de adultas cliteladas da colonia. B — Preparagdo para pesagem de 10 organismos/repeti¢do, apos lavagem. C — Pesagem. D, E e F —
Preenchimento das unidades experimentais. G — Introdugdo dos organismos. H e I — Disposicdo das unidades experimentais na sala climatizada.

Montagem dos ensaios

v" Anexo D

Esquema ampliado dos ensaios de letalidade e reproducao com Eisenia andrei.
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Montagem dos ensaios de reprodu¢ao com minhocas da espécie Eisenia andreinas unidades experimentais.

A — Obtengdo de adultas cliteladas da colonia. B — Preparacdo para pesagem de 10 organismos/repeticdo, apds lavagem. C — Pesagem. D —
Preenchimento das unidades experimentais. E — Disposi¢do das unidades experimentais na sala climatizada. F — Contagem de juvenis ao final do ensaio.

- [Fi

v' Anexo E

Esquema ampliado dos ensaios de letalidade e reprodug¢dao com Enchytraeus crypticus.
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Montagem dos ensaios de reproducao com enquitreideosnas unidades experimentais.
A — Preenchimento das unidades experimentais. B - Obten¢do de adultos clitelados da coldnia e introdug@o dos organismos. C — Disposi¢do das unidades
experimentais na BOD. D e E — Organismos sendo conservados corados ao final do ensaio. F — Organismos prontos para avaliacdo final em lupa
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v" Anexo F

Captura de imagem para avaliagdo da letalidade e reproducao de Folsomia candida no programa de computagao Image Tool 3.0 for
Windows.

Letalidade e repro?iug:éo de Folsomia candida.
A — Solo artificial tropical (controle). B - SAT + Centrifuga (0,25%). C —SAT + Secador (1,5%). D — Solo
natural (controle)
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v" Anexo G

Deficiéncia de nitrogénio observada em plantas de feijao caupi (Vigna unguiculata) em solo artificial tropical.
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Diagnose visual do feijao caupi (Vigna unguiculata) apds exposicao as diferentes dosagens dos residuos de perfuragdo em solo
artificial tropical.

A — Visao geral das plantas nos diferentes doses. B e C — Coloragao dos nodulos.
Onde se 1&: OECD. Leia-se, corrija-se e registre-se SAT.
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v" Anexo H

Deficiéncia de nitrogénio observada em plantas de feijao caupi (Vigna unguiculata) em solo natural.

|

NATURAL
| 0.25 CENTRIFUGA |

...........

Diagnose visual do feij'ﬁo caupi (Vigna unguiculata) apos exposicao as diferentes dosagens dos residuos de perfuracao em solo
natural.
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Onde se 1&: OECD. Leia-se, corrija-se e registre-se SAT.
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v Anexo [

Composi¢do basica do fluido de perfuracdo sintético, base organica (Razdo N-

Parafina/Agua = 60/40), cedido gentilmente pelo Cenpes/Petrobras, utilizado nos

experimentos.
COMPOSICAO FUNCAO CONCENTRACAO
N- Parafina BR Fase continua 0,57 bbl/bbl
Emulsificante primario — acidos Emulsificante 9.0 Ib/bbl
graxos
Oxido de clcio Saponificante/ 5.0 Ib/bbl
Alcalinizante
Solugao saturada de NaCl Fase emulsionada 0,39 bbl/bbl
Argila organofilica Viscosificante 2,0 1b/bbl
Modificador reol6gico Viscosificante 1,0 Ib/bbl
derivado de ac. graxos
Baritina Adensante 0a 612 Ib/bbl
Ib — libra
bbl - barril
v' Anexo J

Resultado da analise dos teores pseudototais de metais, nitrato e s6dio para nas

amostras compostas de cascalho de perfuragdo obtido do Secador para o pogo 7-MGP-

98D-BA.
Elemento 1* Secador 2? Secador 6 Secador 7*Secador
1S 2S 6S 7S
mg kg
Aluminio 141922 22923.0 226925 15902,0
Antimo6nio N.D. N.D. N.D. N.D.
Arsénio 0,5 0,5 1,5 N.D.
Bario 76573,0 56980,6 41336,2 33485,1
Boro 13,6 19,3 15,8 12,1
Cadmio N.D. N.D. 0,1 N.D.
Chumbo 43 7,1 12,6 7,9
Cobalto 9,9 13,4 14,8 13,0
Cobre 26,2 41,0 45,1 34,2
Cromo 24,6 34,4 34,1 27,4
Ferro 18073,0 28077,9 38396,0 256823
Manganés 291,5 420,1 383,2 329,4
Mercurio N.D. N.D. N.D. N.D.
Molibdénio N.D. 0,8 1,2 0,6
Niquel 17,7 24,3 27,6 23,5
Prata N.D. N.D. N.D. N.D.
Selénio N.D. N.D. N.D. N.D.
Vanadio 25,7 33,9 37,0 27,3
Zinco 26,4 42.0 56,9 42.0
Nitrato 13,2 18,8 27,0 34,3
Sodio 4131,5 9059,9 9249,8 5636,7

N.D. = Nao Detectado
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v Anexo K

Resultado da andlise dos teores pseudototais de metais, nitrato e sodio para as

amostras compostas de cascalho de perfuragdo obtido da Centrifuga para o pogo 7-
MGP-98D-BA.

Centrifuga I 18
a . a 6" ,
Elemento 1 Celnct:rlfuga Centrifuga  Centrifuga Centiléuga II
! 5C, 6C, §
mg kg
Aluminio 5102,8 11741,9 12856,2 5092.4
Antimonio N.D. N.D. N.D. N.D.
Arsénio 0,7 1,4 0,8 1,8
Bario 2558773 183868,0 132187,0 328960,3
Boro 5,7 10,3 11,7 5,2
Cadmio N.D. 0,1 N.D. N.D.
Chumbo 10,5 14,9 26,5 17,8
Cobalto 43 7,3 8.8 4,6
Cobre 10,4 29,0 36,0 17,6
Cromo 12,1 22,9 34,2 13,4
Ferro 8363,7 164624 20707,4 11332,5
Manganés 120,0 256,5 263,5 146,6
Mercurio N.D. N.D. N.D. N.D.
Molibdénio N.D. 1,6 3,2 0,9
Niquel 7,7 13,7 17,0 7,3
Prata N.D. N.D. N.D. N.D.
Selénio N.D. N.D. N.D. N.D.
Vanadio 11,8 21,7 23,0 13,0
Zinco 28,1 58,6 106,5 73,9
Nitrato N.D. N.D. N.D. N.D.
Sodio 37148 21977,6 9249.,8 8739,9

N.D. = Nao Detectado
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v" Anexo L

= Analises de hidrocarbonetos totais de petroleo (HTP, mg.kg’l) nas amostras compostas
do poco 7-MGP-98D-BA.

FASE

I FASE 11 FASE III
S S 3 S S S S
Lista holandesa . B §_ B §_ B é% N é B é N §_ B é
(mg.kg’l) Equipamento =~ g Ng gg ¥g g © = o g
(=] (=] S = = = (=] =
QO Q o O O o O
VR 50 Secador 34036 67930 34577 37098 30416 39289 74902,96

Vﬁg;ge 2525 Centrifuga 1 31538 23033 24046 20656 78144 18936 2427732

Valor de

~ 5000 Centrifuga 2 26330,7 42025,41
Intervengao

VR = Valor de referéncia

v' Anexo M
= Analise de macro e micronutrientes essenciais nas amostras compostas do pogo 7-
MGP-98D-BA.
< 'g o S 2 €
R <« 8 g 8 % 8 8 e g
o en “ & = = fa) = = 80
g E' E o ) < O N S <
5, Z - = =
© T T
gkg mg kg

1S 0,02 0,05 523 148 12,29 3571 47,25 2800596 447,62
28 0,05 0 11,34 6,11 14,12 49.79 68,65 48013,51 585,64
6S 0,05 0,20 826 6,09 21,16 5525 100,76 46888,69 566,50
7S 0,05 0 7,18 3,21 9,73 35,06 63,83 29456,01 475,81
1C; 0,01 0 2,09 2,53 4,67 12,49 39,86 10749,54 152,63
5C; 0,02 023 457 6,97 9,53 34,23 93,80 23768,67 410,36
6C; 0,04 034 528 938 1092 43,78 210,29 33607,17 433,01
1C, 0 0,07 440 7,77 5,16 20,69 115,03 21358,17 218,94
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v" Anexo N

Resultado da analise de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA) nas amostras compostas do pogo 7-MGP-98D-BA.

2 g 5 o £ 2
5] =] = 1 2
3 : ¢ 2 £ ¢ 5 8 E 35 2. 2. = TE £% =
REFERENCIA & = 5 5 s = 5 £ = = = "z = g8 =8 &
z S 2 > 8 z2 2 S © = ] ¥ 8% X =
: ; : 2 R A B
M ol m A /M
mg kg’
Referéncia
8 de na na na na na na na na na na na na na na na na
< Qualidade
g Prevencao 0,12 na na na 33 0,039 na na 0,025 8,1 na 0,38 0,052 0,031 0,08 0,057
<zt Intervren(;ao 30 na na na 15 na na na 9 na na na 0,4 2 0,15 na
5 Agricola
S !
Interven.(;ao 90 na na na 95 na na na 65 na na na 3,5 130 1,3 na
Industrial
RESULTADOS mg kg’
1s‘i°sad°r 2,080 0204 N.D. 0,642 3,852 0230 0099 0,167 0,18 0,153 ND. ND. ND. ND. ND. N.D.
22 Secador
o 6,116 0,732 N.D. 1,650 13,666 0,640 0308 0576 0828 0450 ND. ND. ND. ND. ND. N.D.
6* Secador
o 3,933 1,528 N.D. 1,763 9,069 0,191 0,196 0616 0490 0488 0,048 0016 0044 ND. ND. N.D.
7% Secador
s 10,066 2,678 N.D. 4325 19,090 0451 0322 0971 1227 0,690 0,075 0,054 0,061 ND. ND. N.D.
1ce‘;té‘ﬁlgal 2,668 0276 N.D. 0,744 4288 0,192 0088 0,172 0211 0,172 ND. ND. ND. ND. ND. ND.
1
> C“S‘té‘fugal 0,576 0,183 N.D. 0382 1,660 0073 0034 0084 0078 0076 ND. ND. ND. ND. ND. N.D.
1
6 Cefété‘fugal 1,335 0228 N.D. 0,514 3,041 0,154 0081 0,152 0,169 0,185 ND. ND. ND. ND. ND. N.D.
1
1C‘°'“1tgfugan 1,493 0,130 N.D. 0293 1,686 0.103 0036 0076 0061 0077 ND. ND. ND. ND. ND. N.D.
2

N.D. = Nio detectado
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v' Anexo O

Analise de teores disponiveis nas amostras compostas do pogo 7-MGP-98D-BA.

Composta Ca Mg K H+Al Al S T \Y m n pPHiea  Corg P K Na PST
P cmol, dm” % 12,5 gkg' mg L
1S 04 22 05 0,04 0 0 32 32 100 0 133 8,3 47,0 106 14 96 13,3
28 26 22 03 0,04 0 0 52 52 100 0 508 8,6 48,6 9 16 602 50,8
6S 21 1,5 03 0,09 0 0 40 40 100 0 526 8,8 42,5 2 35 483 52,6
7S 1,7 1,3 02 0,10 0 0 33 33 100 0 51,1 8,7 433 31 38 385 51,1
1C, 0,6 1,4 02 0,05 0 0 22 22 100 0 250 9,4 23,1 54 21 126 25,0
5C 44 1,5 0,1 0,07 0 0 61 61 100 0 725 9,9 55,2 1 27 1012 72,5
6C, 33 1,5 0,5 0,06 0 0 53 53 100 0 o614 9,8 57,0 1 25 755 61,4
1C, 2,1 1,7 0,7 0,03 0 0 45 45 100 0 458 11,5 24,5 32 10 472 458
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