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RESUMO

BERTON, Silvia M. Haluch. Estudo da toxicidade de hidrocarbonetos
monoaromaticos utilizando Vibrio fischeri, Daphnia magna e Desmodesmus
subspicatus. 2013. 153 f. Dissertacdo de Mestrado (Programa de Pds Graduacao
em Ciéncia e Tecnologia Ambiental) — Universidade Tecnoldgica Federal do Parana.

Os hidrocarbonetos monoarométicos BTEX (benzeno, tolueno, etilbenzeno e
xilenos) tém sido utilizados como solventes e estao presentes no ambiente, incluindo
o ar, solo e agua. Entre os componentes mais toxicos estdo o benzeno e o tolueno.
Para uma correta avaliacdo do efeito desses contaminantes em &guas é
imprescindivel a realizacdo de estudos ecotoxicolégicos. O objetivo deste trabalho
foi estudar a toxicidade aguda e crénica dos hidrocarbonetos monoaromaticos por
BTEX sobre os organismos testes Daphnia magna, Vibrio fischeri, Desmodesmus
subspicatus e comparar os resultados com os limites definidos pelas legislacoes.
Foram preparadas solucbes aquosas em presenca de metanol empregando-se
padroes de BTEX-Mix, benzeno e tolueno (isolados). Essas solugbes foram
empregadas nos testes de ecotoxicidade conduzidos de acordo com metodologias
padronizadas pela ABNT. Os resultados mostraram que para os testes com Daphnia
magna os valores de CE50(48h) para BTEX-Mix, benzeno e tolueno foram,
respectivamente, 1.187,27 pg.L?, 73,23 png.L?, 81,58 pg.Lt Os testes com
Desmodesmus subspicatus ndo apresentaram sensibilidade para o BTEX-Mix até
1000 pg.L' e foram obtidos os valores de CI(96h) para benzeno e tolueno,
respectivamente, 197,90 png.L?, 7.270 pg.LY. Com relacdo a utlizacdo de
metodologias padronizadas foi verificado que os ensaios com Daphnia magna
apresentaram maior reprodutibilidade. Os resultados dos ensaios com Vibrio fischeri
nao apresentaram reprodutibilidade principalmente devido a volatilizacdo das
amostras. Comparac0des realizadas entre os valores das legislacdes e os resultados
obtidos nos testes permitiram afirmar que, na maioria dos casos, os valores
maximos permitidos estdo abaixo do CE50 encontrado no estudo. Para descarte de
efluentes em corpo receptor sdo preocupantes os valores estipulados quando o
corpo receptor ndo possui grande capacidade de assimilar as altas cargas dos
monoaromaticos. Para a Portaria 2914/2011 de consumo de agua, o valor de 170
ug.Lt estd acima do CE50 e do CE10 encontrado para Daphnia magna, enquanto
para a dessendentacdo de animais conforme o CONAMA 396/08 esta abaixo. Os
valores internacionais ambientais coincidem e estdo abaixo dos valores
encontrados, ja as referéncias no Brasil para avaliacdo de passivos estdo acima.

Palavras-chave: BTEX. Benzeno. Tolueno. Testes de Ecotoxicidade.



ABSTRACT

BERTON, Silvia M. Haluch. Study of the toxicity of monoaromatic hydrocarbons
using Vibrio fischeri, Daphnia magna and Desmodesmus subspicatus. 2013.
153 p. Dissertacdo de Mestrado (Programa de Pé6s Graduacdo em Ciéncia e
Tecnologia Ambiental) — Universidade Tecnolégica Federal do Parana.

The hidocarbonetos monoaromatic BTEX (benzene, toluene, ethylbenzene and
xylenes) have been used as solvents and are present in the environment, including
air, soil and water. Among the most toxic components are benzene and toluene. For
a correct evaluation of the effect of these contaminants in water is essential to carry
out ecotoxicological studies. The objective of this work was to study the acute and
chronic toxicity of monoaromatic hydrocarbons BTEX represented by tests on
organisms Daphnia magna, Vibrio fischeri, Desmodesmus subspicatus and compare
with the current laws. Aqueous solutions were prepared in the presence of methanol
from patterns of BTEX-Mix, benzene, and toluene (isolated). These solutions were
used to ecotoxicity tests according to standard procedures by ABNT. The results
showed that in tests with Daphnia magna EC50 values (48h) for BTEX (mix),
benzene and toluene were respectively 1187.27 ugL*?, 73.23 pgL?, 81.58 ugL™.
Tests with Desmodesmus subspicatus showed no sensitivity to the BTEX (mix) until
1000 pgL? were obtained and the values of CI (96h) for benzene and toluene,
respectively, 197.90 ugL?, 7,270 pgL™t. With respect to the use of standardized
methodologies been found that Daphnia magna assays showed higher
reproducibility. The results of tests with Vibrio fischeri showed no reproducibility
principally due to volatilization of the samples. Comparisons between the values of
laws and the results obtained in tests enabled state that in most cases the maximum
allowed values are below the EC50 found in the study. For disposal of effluent in the
receiving body are disturbing the values stipulated when the receiver does not have
great body ability to absorb the high loads of monoaromatic. For Ordinance number
2914/2011 of water amounts to 170 pgL™. It is above the EC50 and EC10 found for
Daphnia magna, while for tooth loss of animals as CONAMA 396/08 is below. The
international environmental values coincide and are below the values found in the
references already in Brazil for evaluation of liabilities are above.

Keywords: BTEX. Benzene. Toluene. Ecotoxicity tests.
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TLV-TWA Concentracdo média ponderada permitida para uma jornada de 8
horas de trabalho

TLV-STEL Limite de exposi¢éo de curta duracdo-maxima concentracao permitida
para um exposi¢ao continua de 15 minutos

USEPA United States Environmental Protection Agency

VMP Valor maximo permitido
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1 INTRODUCAO

Os produtos derivados do petréleo, que frequentemente impactam o meio
ambiente, sdo formados por uma mistura complexa de compostos organicos com
predomindncia de hidrocarbonetos monoarométicos (PENNER, 2000). Os
hidrocarbonetos monoaromaticos de maior preocupacdo no ambiente sdo benzeno,
tolueno, etilbenzeno e isdbmeros do xileno (orto, meta e para) (TIBURTIUS, 2004).
Esse conjunto de substancias recebe a denominacdo de BTEX. Os BTEX sao
hidrocarbonetos monoaromaticos de baixo peso molecular, moderadamente sollveis
em agua doce e agua do mar e altamente volateis (NEFF, 2002). Séo
potencialmente impactantes para agua, solo e ar e com o0 agravante de estarem
presentes no nosso dia a dia (SILVA et al., 2009).

De acordo com Andrade et al. (2012) os impactos ambientais dos BTEX
estao relacionados com sua toxicidade, mobilidade e persisténcia no meio ambiente.

A quantificacdo desses compostos em diversas matrizes ambientais ja esta
bem estabelecida e o monitoramento tem sido realizado mediante a comparacéo de
dados analiticos com valores de referéncia ou valores de intervencdo previstos nas
diversas legislacées (HELENO et al., 2010). No entanto, para uma correta avaliacdo
de seu risco ambiental sdo necessarias comparacdes desses valores como estudos
ecotoxicolégicos.

De acordo com Vieira (2004) a bibliografia sobre testes de toxicidade com
compostos monoaromaticos presentes nos derivados do petréleo ndo € vasta, e
poucas sdo as chances de encontrar estudos que relatem a determinacdo da
toxicidade de aromaticos e que possam ser comparativos. A falta de informacdes
toxicoldgicas sobre um determinado composto, impossibilita a avaliacdo de risco que
0s serem humanos ou a biota estédo sujeitos em caso de exposicdo (UMBUZEIRO et
al., 2010).

Devido a sensibilidade apresentadas por organismos de diferentes espécies
frente as substancias quimicas, € recomendavel que o efeito toxico de uma amostra
seja avaliado empregando espécies representativas dos niveis tréficos da cadeia
alimentar (COSTA et al., 2008).
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De acordo com Vieira (2004) o estudo sobre os efeitos de poluentes no
ecossistema como um todo é extremamente complexo e, por vezes, inviavel devido
a diversos fatores, tais como custos, disponibilidade de tempo, extensdo das &reas
sob impacto e diversidade das espécies envolvidas.

Nesse sentido, os testes de toxicidade realizados em laboratrio s&o
ferramentas importantes para estimar as concentragdes nas quais um determinado
produto toxico provoca efeitos deletérios em uma dada populagdo de organismos
selecionada.

As legislacdes atuais consideram diversos valores maximos permitidos
desses hidrocarbonetos monoaromaticos, como por exemplo, para consumo de
agua conforme a Portaria N°. 2914/2011(BRASIL, 2011), valores de referéncia para
promover a protecdo aquatica e saude humana conforme CONAMA
357/2005(BRASIL, 2005) e valores para descarte industrial em corpos receptores
conforme CONAMA 430/211(BRASIL, 2011).

Este trabalho tambem visou apresentar uma contribuicdo com relacédo a
discusséao da realizacéo de testes de toxicidade de hidrocarbonetos monoaromaticos
(BTEX-Mix, benzeno, tolueno) utilizando os organismos Daphnia magna, Vibrio

fischeri e Desmodesmus subspicatus.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Determinar a toxicidade de hidrocarbonetos monoaroméaticos (BTEX,
benzeno, tolueno) frente a Daphnia magna, Vibrio fischeri e Desmodesmus
subspicatus e discutir os resultados obtidos comparando-os com os valores

estabelecidos nas legislacdes ambientais.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar testes de toxicidade com cossolvente metanol com Daphnia magna,
Vibrio fischeri e Desmodesmus subspicatus;

Realizar testes de toxicidade aguda de solucdes aquosas de BTEX-Mix,
benzeno e tolueno para o microcrustaceo Daphnia magna;

Realizar testes de toxicidade aguda de solu¢cdes aquosas de BTEX-Mix,
benzeno e tolueno para a bactéria Vibrio fischeri;

Realizar testes de toxicidade cronica de solucbes aquosas de BTEX-Mix,
benzeno e tolueno para a alga Desmodesmus subspicatus;

Comparar os resultados obtidos com os valores estabelecidos nas

legislacbes ambientais.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 CONTAMINAGCAO AMBIENTAL POR SUBSTANCIAS ORGANICAS

A contaminacdo quimica do solo, dos aquiferos e das aguas superficiais é
uma importante questdo da atualidade. Derramamentos de contaminantes organicos
em aguas superficiais ou subterrdneas podem resultar na dissolugdo do poluente
e/ou seu espalhamento (FERREIRA, 2010). Uma vez no ambiente, esses poluentes
podem apresentar dinamicas diferenciadas, afetando diversos organismos (VIEIRA,
2004).

A movimentacao dos contaminantes na agua e no ar e por meio da interface
entre diferentes compartimentos € determinada por processos fisicos relacionados
com as propriedades quimicas dos compartimentos ambientais e dos
contaminantes. O destino ambiental de contaminantes depende de forma geral, de
fatores como seu coeficiente de particdo, sua composi¢ao e estrutura, tendéncia a
degradacao, bioacumulacgéo, fotdlise, hidrélise e oxidacao, além das condi¢cdes do
ambiente (NEFF, 2002). Substancias organicas com densidade inferior a da agua,
como os BTEX, formam filmes na coluna d’agua dificultando a penetracdo da luz,
reduzindo a fotossintese e impedindo a oxigenacdo (AMARANTE, 2002).

Os postos de combustiveis, concentrados nas zonas urbanas, apresentam
significativo potencial poluicdo dos recursos hidricos subterraneos. A contaminacgao
€ gerada pela infiltracdo de contaminantes derivados de petréleo, principalmente
Oleo diesel e gasolina (SILVA et al., 2009; FREITAS et al., 2011b). Quando ocorre o
derramamento de gasolina em solos, por exemplo, uma das principais preocupacdes
€ a contaminacdo das aguas subterraneas, que também podem contaminar os
aquiferos que sdo usados como fontes de abastecimento de agua para 0 consumo
humano (ANDRADE; AUGUSTO; JARDIM, 2012).

No caso de combustiveis como a gasolina e o Oleo diesel, os
hidrocarbonetos monoaromaticos sdo os constituintes que tém maior solubilidade
em agua e, portanto, sdo os contaminantes com maior potencial de poluir o lencol
freatico (TIBURTIUS; PERALTA-ZAMORA,; LEAL, 2004).
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No Brasil o etanol € adicionado a gasolina com o objetivo de melhorar a
combustdo e em casos de derramamentos, a presenca de etanol pode aumentar o
impacto de hidrocarbonetos na agua subterranea principalmente devido ao efeito de
cossolvéncia (FERNANDES; CORSEUIL, 2001).

3.2 HIDROCARBONETOS MONOAROMATICOS

Os hidrocarbonetos monoaromaticos sao uma classe de compostos
organicos formados por um 0Onico anel aromético. Os hidrocarbonetos
monoaroméaticos denominados BTEX (benzeno, tolueno, etilbenzeno e os isbmeros
de xileno) estédo entre os principais contaminantes das aguas (SILVA et al., 2009). A
presenca destes compostos esta comumente associada a deposi¢cdes atmosféricas,
vazamentos de petroleo e derivados e efluentes industriais. Devido a sua alta

toxicidade, representa um risco a saude humana e animal (HELENO et al., 2010).

3.2.1 Propriedades dos Hidrocarbonetos Monoaromaticos

O impacto da presenca de BTEX no meio ambiente esta relacionado com
suas propriedades fisicas e quimicas e por estarem presentes em quantidades
significativas nos diversos compartimentos ambientais (RODRIGUES, 2005).

Na Figura 1 sdo apresentadas as estruturas quimicas do benzeno, tolueno,

etilbenzeno e isbmeros do xileno.

CH3
[
L
Benzeno Tolueno Etilbenzeno
N. 71-43-2 N. 108-88-3 N. 100-41-4
CH;
CHS CH3
CHs
CHg CHg
m-Xileno p-Xileno o-Xileno
N. 100-41-4 N. 95-47-6 N. 106-42-3

Figura 1 — Estrutura quimica e identificagdo (CAS) dos hidrocarbonetos arométivos benzeno,
tolueno, etilbenzeno e xilenos. FONTE: MERCK (2007)


http://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:Toluol.svg
http://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:Ethylbenzene-2D-skeletal.png
http://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:Meta-Xylol_-_meta-xylene_2.svg
http://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:Para-Xylol_-_para-xylene_2.svg
http://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:Ortho-Xylol_-_ortho-xylene_2.svg
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Algumas propriedades fisicas e quimicas importantes para entender o
comportamento ambiental e biolégico dos BTEX séo listadas (Quadro 1).

Massa Densidade Presséo Constante Solubilidade Log Kow
Substancia | Molecular especificaa | devapor a | de Henry Kn em agua a 25°C
(g.mol?) 20°C(g.cm™®) | 20°C (atm) (mg.L?)
Benzeno 78,10 0,880 0,1250 5500 1780 2,13
Tolueno 92,10 0,867 0,0370 6600 515 2,69
Etilbenzeno 106,10 0,867 0,0125 8700 152 3,13
p-Xileno 106,17 0,860 0,00895 5000 198 2,9-3,2
m-Xileno 106,17 0,864 0,00803 5000 187 2,9-3,2
o-Xileno 106,17 0,887 0,00895 4000 175 2,9-3,2

Quadro 1 - Valores de massa molecular, densidade especifica, pressédo de vapor, constante de
Henry, solubilidade em agua, coeficiente de particdo octanol agua (Log Kow) de benzeno,
tolueno, etilbenzeno e xilenos (para, orto e meta).

FONTE: adaptado de TRIGUEIROS (2008); MERCK(2007).

A volatilidade de um composto pode ser analisada através da sua pressao
de vapor, que corresponde a pressdo exercida por um vapor sobre seu liquido de
origem, ao atingirem o equilibrio. Assim, quanto maior a pressdo de vapor de um
liquido, mais volatil ele serd. Dentre o grupo do BTEX o composto mais volatil é o
benzeno, sendo os xilenos os menos volateis (BEZERRA, 2012).

O coeficiente particdo octanol-agua (Kow) € definido como a razdo da
concentracdo de um composto organico dissolvido entre o octanol e a agua, em
equilibrio, e descreve a tendéncia de particdo de um composto entre a fase organica
e a fase aquosa (TRIGUEIRO, 2008). O Kow tem se tornado uma importante
ferramenta para avaliar o destino dos contaminantes no meio ambiente, assim como
para estimar fatores de bioconcentracdo em organismos aquaticos e toxicidade
(TIBURTIUS; PERALTA-ZAMORA,; LEAL, 2004; SCHAMBECK, 2012).

Como os compostos quimicos organicos se acumulam nos lipidios dos
organismos, o valor do coeficiente de particdo octanol/dgua gera uma estimativa do
seu potencial de bioacumulacdo e bioconcentracdo (NEFF, 2002). Além disso, a
maior hidrofobicidade do composto também facilita o seu tranporte através de
membranas biolégicas, pelo fato de estas terem constituicdo lipoprotéica
(BURATINI; BRANDELLI, 2008).
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Empregando o valor logaritimico de Kow (LOg Kow) 0 menor coeficiente de
particdo implica baixa adsor¢cado no solo e maior mobilidade em agua (NEFF, 2002).
Os BTEX possuem Log Kow 2,13 a 3,20 indicando uma afinidade moderada para
particdo em lipidios de tecidos de organismos (NEFF, 2002). Devido as suas
propriedades fisicas e quimicas, BTEX, ndo sdo persistentes na agua do mar e se
complexam ou sao adsovidos fracamente com sedimentos marinhos (NEFF, 2002).

Os hidrocarbonetos monoarométicos (benzeno, etilbenzeno, tolueno, xileno),
gue perfazem 10 a 59% da gasolina, sdo geralmente mais toxicos que 0S compostos
alifdticos com o mesmo numero de carbono ((TIBURTIUS; PERALTA-ZAMORA;
LEAL, 2004).

No Quadro 2, podemos verificar diferentes compostos encontados nha

gasolina.
Parametro Benzeno | Tolueno | Etilbenzeno Xilenos Nonano Decano | Dodecano
e unidade
Massa 78,10 92,10 106,10 106,17 128,23 142,29 170,34
Molecular
(g.molt)
Solubilidade 1780 515 152 198 0,122 0,021 0,005
em agua
(mg.L™h)
Log Kow 2,13 2,69 3,13 2,96 a 4,67 6,69 7,24
(25°C) 3,26

Quadro 2 - Parametros fisicos e quimicos dos compostos da gasolina.
FONTE: (TIBURTIUS; PERALTA-ZAMORA; LEAL, 2004).

3.2.2 Fontes de Hidrocarbonetos Monoaromaticos

A origem dos compostos BTEX, em geral, estd relacionada com as
atividades de extracao e refino de petroleo e derivados. Também sao largamente
utilizados em induastrias quimicas como matérias-primas para sintese de outros
produtos. O benzeno é utilizado na producdo de borrachas, plasticos, Nylon,
inseticidas e tintas, enquanto que o tolueno é um importante produto quimico usado
geralmente como um agente de diluicdo de tintas e como solvente na producédo de
resinas, colas e 6leos (TRIGUEIRO, 2008). O etilbenzeno é usado principalmente

na producgdo do estireno e polimeros sintéticos (TAVARES, 2007).
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Os xilenos geralmente sdo usados como solvente em borrachas e nos
processos de tingimento de couro, além de serem utilizados na produgéo do anidrido
ftalico, bactericidas, herbicidas, 6leos lubrificantes e acidos para-ftalico (TAVARES,
2007).

O grupo BTEX também pode ser encontrado em aguas superficiais e
subterraneas, em locais contaminados ou em proximidade locais de extracdo de

carvao, petréleo e depositos de gas (DONAIRE, 2007).

3.2.3 BTEX e a Saude Humana

A poluicdo causada pelos compostos BTEX €& um topico de grande
relevancia para a saude humana. Esses compostos apresentam elevada toxicidade,
em geral, relacionada as suas propriedades mutagénicas e carcinogénicas. Além
disso, tais compostos aromaticos podem causar disturbios neuroldgicos, alteracbes
nas funcdes do sistema endocrino e lesbes em 6rgdos como os rins e o figado. De
acordo com Rego (1999), a exposicdo ocupacional a solventes organicos pode
contribuir no aparecimento dos linfomas e o sinergismo com outros fatores pode
constituir um importante aspecto do processo de linfomagénese.

Os BTEX sao considerados perigosos por serem potenciais causadores de
depressado do sistema nervoso central e leucemia. Gamo et al. (2003) organizaram
um ranking dos 12 maiores poluentes ambientais que ocorrem no Japao. Nesse
estudo o benzeno foi classificado como a segunda substancia (por ser
carcinogénico) e o tolueno como a décima primeira substancia em nivel de risco
para a saude.

A principal forma de absorcdo dos BTEX por seres humanos é através da
inalacdo, particularmente por fumar cigarros (FISHBEIN, 1985). Também ocorre
essa inalacdo durante a exposi¢ao a vapores enquanto é realizado o abastecimento
de veiculos em postos de combustiveis. Pela ingestdo de alimentos e pelo consumo
de agua representam uma pequena parcela (MEEK; CHAN, 1994). A inalacédo de
benzeno produz efeitos adversos no sistema nervoso central (AIVALIOTI et al.,
2011) e gastrointestinal observado em ratos (GILMAN; GOODMAN; RALL, 1985). A
toxicidade do benzeno para os mamiferos é atribuida a hidroquinona e ao anel de

“‘guebra-metabdlitos” produzidos no figado e outros 6rgdos (HENDERSON, 1995).
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O benzeno € um conhecido agente cancerigeno de mamiferos (MEDINSKY
et al., 1994). O tolueno tem toxicidade sistémica moderada a humanos. A inalagéo
de grandes doses de tolueno pode provocar anormalidades de metabolismos como
acidose, fraqueza muscular e arritmias cardiacas (HAMILTON; HARDY, 1974).

Os xilenos provocam vasodilatacdo devido a liberacdo da histamina e da 5 —
hidroxitriptamina, produzindo uma sensacdo de aquecimento no corpo e
avermelhamento da face (TRUJILLO; DANG,; STARK, 2003). Segundo ASTDR
1995, Agency for Toxic Substances and Disease Registry, aproximadamente 95 %
dos isbmeros do xilol absorvidos, sdo eliminados na urina sob a forma de
metabdlitos.

Os o6rgaos responsaveis pela protecdo da saude do trabalhador
determinaram o valor maximo dos hidrocarbonetos aromaticos em ambiente

ocupacional (Quadro 3).

Substancia | Portaria MTb 3214 ACGIH ACGIH Outras referéncias
NR 15 - Anexo 11 TWA-TLV TLV-STEL
(mg.L™h) (mg.L™h) (mg.L™)
Benzeno Auséncia 0,50 2,50 OSHA-TWA: 1,00 ppm
OSHA-STEL: 5,00 ppm
Tolueno 78 100 150 (EUA, NIOSH):2.000 ppm.
Etilbenzeno 78 100 125 OSHA PEL/TWA: 100 ppm
PEL/STEL: 125 ppm
Xilenos 78 100 150 NIOSH 1000 ppm

Quadro 3 - Valores de referéncia de monoaromaticos para toxicologia ocupacional.
FONTE: BRASIL, 1995; ACGIH, 2001; ACIGH, 2003.

A Comunidade Européia utiliza a classificacdo (muito toxico, téxico e nocivo)

com base na dose letal oral para ratos. No entanto, a classificagcdo mais utilizada

ainda é com base nos estudos de Hodge e Sterner (1944) que emprega valores de

dose letal (DL50) e apresenta seis categorias (Quadro 4).

Categoria Administragéo via Exemplo Exposicéo por Exemplo
oral DL50- ratos Inalagdo CL50
(mg.kg™) (4 h)-ratos (ppm)
Extremamente téxica <1 Fluoracetato <50 Ozb6nio
de sbdio

Altamente téxica 1-50 Fluoreto de sédio 50 -100 Fosfagénio
Moderamente toxica 50 - 500 DDT 10-1.000 Formaldeido
Ligeiramente toxica 05-4 Acetanilida 1.000 -10.000 Amonia
Praticamente nao téxica 5-15 Acetona 10.000 -100.000 Tolueno
Relativamente atoxica 215 Glicerol 2100.000 Freon

Quadro 4 - Classificacdo de Hodge e Sterner conforme a toxicidade.
Fonte: Hodge; Sterner (1944)
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3.2.4 Efeitos de Interacao

Na exposicdo de mais de dois contaminantes, deve-se considerar a
possibilidade de um composto interferir na agdo do outro. Portanto, numa mistura de
agentes toxicos, pode haver alteracdes nos efeitos que produziriam separadamente.
No efeito aditivo o efeito final € igual & soma dos efeitos produzidos separadamente.

No efeito sinérgico o efeito final € maior que a soma dos efeitos individuais.
Na potenciacdo o efeito do xenobiético é aumentado por interagir com outro
toxicante que originalmente ndo produziria tal efeito toxico e quando um toxicante
reduz o efeito toxico de outro, observa-se o antagonismo (AZEVEDO, 2003). No
antagonismo pode ocorrer a competicdo entre sitios de acdo e o0 antagonismo
guimico ocorre reacdo entre substancias e por fim ndo ocorre acao toxica.
(GREGUS; KLAASSEN, 2001).

Esses efeitos de interacdo entre misturas representam um significativo
desafio para a ecotoxicologia. Nesse sentido, a agéncia NORTE americana de
protecdo ao meio ambiente elaborou em 1986 o Guidelines for the Health Risk
Assesment of Chemical Mixtures que estabelece a avaliacdo de risco para a saude

guando se trata de misturas de produtos quimicos (US EPA, 1986).

3.2.5 Determinacao Analitica de Hidrocarbonetos Monoaromaticos

A quantificacdo dos compostos monoaromaticos ja esta consolidada pela
guimica quantitativa através de cromatografia a gas (CG) com deteccdo por
ionizacdo em chama (FID) ou espectrometria de massas (MS).

Diversas técnicas de extracdo tém sido empregadas para melhorar o limite
de quantificacdo dos BTEX em agua, solo, ou em outras matrizes. Dentre elas se
destacam a utilizacdo de headspace estéatico e dinamico, de purga e trapeamento e
de microextracao em fase sélida com imerséo direta da fibra na amostra, ou com os
analitos extraidos na fase headspace (HELENO et al., 2010).

A técnica da cromatografia, quando associada a um integrador, permite
verificar tanto qualitativa quanto quantitativamente a presenca de um analito em
diferentes amostras (US EPA, 1987).
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3.2.6 Uso de Solventes para Solubilizacdo de Hidrocarbonetos Aromaticos

Nas ultimas décadas, uma série de pesquisas e protocolos reguladores tem
dado destaque para avaliacdo de substancias solGveis em agua. No entanto, quando
estes protocolos séo utilizados para avaliar as substancias que sao fracamente ou
praticamente insollveis em agua, existe a necessidade de se empregar métodos
fisicos ou quimicos para a realizar a solubilizacdo (AMARANTE, 2002).

De acordo com Hutchinson et al. (2006) em avaliacdes de toxicidade deve-
se evitar 0 uso de solventes, buscando o preparo das amostras através da utilizacdo
de colunas de saturacdo ou de outros métodos fisicos (por exemplo, agitacdo ou
ultrasom). Em caso de necessidade do uso de solventes é recomendado que a
maxima concentracdo seja de 78,9 mg.L! para etanol e 79,2 mg.L* para metanol
(HUTCHINSON et al., 2006).

Em padrdes comerciais de BTEX utilizados em laboratorios analiticos, o
metanol é o cossolvente principal na grande maioria das marcas disponibilizadas
pelos fabricantes.

Okumura et al. (2001) realizaram testes de toxicidade empregando cinco
solventes organicos (metanol, etanol, acetona, N, N-dimetilformamida, DMSO e
outros) em nove espécies de microalgas marinhas. A toxicidade dos solventes
apresentou valores variaveis de acordo com o0 organismo teste. Foi possivel
estabelecer a classificacdo da toxicidade dos solventes em etanol > metanol ou
acetona> DMF> DMSO. Os valores obtidos em relacdo ao crescimento, para 96h,
foram de CENO entre 14 a 10000 mg.L' e 24 a 14000 mg.L* para o etanol e
metanol, respectivamente, utilizando diferentes espécies de microalgas marinhas.

Leblanc (1980) realizou varios testes com solventes utilizando etilenoglicol,
etanol e acetona. Tartarazako et al. (2002) e Calleja; Persone; Geladi (1994) indicam
0 uso de metanol para solubilizar solventes organicos para testes em ecotoxicologia.

No Brasil, é obrigatéria a mistura de etanol na gasolina comercializada em
todo territério nacional no objetivo de aumentar a octanagem da gasolina, diminuindo
assim a quantidade de monéxido e dioxido de carbono na atmosfera. Na América do
Norte, por exemplo, a adi¢cdo de etanol na gasolina € em torno de 10% (FREITAS et
al., 2011b).
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O metanol é usado como matéria-prima para a produ¢do de uma variedade
de produtos de consumo (MCKEE et al., 2004). E um liquido incolor, com peso
molecular igual a 32,04 e possui um odor suave em temperatura ambiente.
Totalmente miscivel em agua, apresenta a densidade (25°C) de 0,787, pressdo de
vapor de 160 mmHg a 30°C e Log Kow entre -0,82 e -0,68 (MCKEE et al., 2004).

3.3 ECOTOXICIDADE

O termo ecotoxicologia foi sugerido pela primeira vez em junho de 1969
durante uma reunido do Committee of the International Council of Scientific Unions
(ICSU), em Estocolmo, pelo toxicologista francés René Truhaut (TRUHAUT, 1977).

Em 1976 foi definida como “a ciéncia que estuda os efeitos das substancias
naturais e sintéticas sobre os organismos vivos, populacdes e comunidades, animais
Oou vegetais, terrestres ou aquaticos, que consistem na biosfera, incluindo a
interacdo das substancias com 0s meios NOS quais 0S organismos vivem num
contexto integrado” (PLAA, 1982).

Atualmente os ensaios de toxicidade ja estdo bem estabelecidos sendo que
varios estdo padronizados nacional e internacionalmente por associacdes ou
organizagdes de normalizacdo (ARAGAO; ARAUJO, 2008). Os testes de toxicidade
podem ser classificados em agudos e crénicos. Os testes de toxicidade aguda sao
utilizados para estimar a dose ou concentracdo de um agente toxico que seria capaz
de produzir uma resposta especifica mensuravel em um organismo-teste ou
populacdo, em um periodo de tempo relativamente curto, geralmente de 24 ou 48 h
(ARAGAO; ARAUJO, 2008). Nos testes agudos normalmente as respostas S&o
relacionadas com informacdes como mortalidade ou imobilizacdo (RATTE et al.,
2003).

Testes de toxicidade cronica sédo realizados para medir os efeitos de
substancias quimicas sobre espécies aquaticas por um periodo que pode abranger
parte ou todo o ciclo de vida do organismo-teste (SANTOS et al., 2010). De acordo
com Costa et al. (2008) Os testes cronicos permitem avaliar os possiveis efeitos
toxicos de substancias quimicas sob condicdes de exposicdes prolongadas a
concentragdes sub-letais, ou seja, concentracdes que permitem a sobrevivéncia dos
organismos, mas que afetam suas fun¢Bes biologicas (tais como reproducéo,

desenvolvimento de ovos, crescimento e maturacao).
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De acordo com Knie e Lopes (2004) os testes de toxicidade, quando
realizados em laboratérios, também podem ser classificados em estatico (sem
renovacgdo das solucgdes teste), semi-estatico e dindmico, de acordo com o método
de adicéo das solugbes-teste.

Os critérios para escolher o organismo-teste devem levar em consideracao
sua representatividade em relagdo a um determinado grupo de importancia
ecoldgica; a facilidade de manutencdo em laboratério; sua estabilidade genética
(populacdes uniformes) (RATTE et al., 2003; VIEIRA, 2004). E, de acordo com Ren
e Frymier (2003) uma bateria de testes deve incluir organismos de niveis tréficos
distintos, de estados crescentes de organizacdo biol6gica como bactérias, algas,
crustaceos e peixes.

Os organismos testes devem ser de facil manipulagéo, altamente sensiveis e
representativos para a comunidade bidtica, porque poucas espécies sao testadas
como representantes ecologicos. A partir das considera¢gdes acima, fica claro que
gualquer teste de ecotoxicidade € um compromisso entre praticidade e eficiéncia de
custos de um lado e da representatividade e sensibilidade das espécies investigadas
por outro (RATTE et al., 2003).

Rizzo (2011) relaciona como principais ensaios de toxicidade aqueles
realizados com invertebrados (Daphnia magna, Daphnia similis, Paracentrotus
Lividius, Artemia salina), plantas e algas (Lactuca sativa, Desmodesmus
subspicatus, Dunaliella tertiolecta, Raphidocelis subcapitata), microrganismos
(Pseudomonas fluorescens strain e Spirillum sp. strain, Vibrio fischeri, bactéria de
lodos ativados) e peixes (Danio rerio, Oncorhynchus mykiss).

Os ensaios de avaliacdo da genotoxicidade sdo amplamente empregados
em estudos de toxicologia genética de produtos (quimicos, farmacéuticos,
alimenticios, biologicos e fisicos). Genotoxicidade pode ser devido a muitas
propriedades fisico-quimicas, que resultam em agentes de uma vasta variedade de
possiveis danos ao material genético (RATTE et al., 2003). O grande desafio em
testes de genotoxicidade reside no desenvolvimento de métodos que possam
detectar de maneira confiavel uma variedade tdo grande de danos ou de uma
resposta geral celular para alteracdo provocada pelo agente genotéxico (BLINTON
et al.,2008).



31

3.3.1 Microcrustiaceo Daphnia magna

Os claddéceros sdo os agentes filtrantes do corpo hidrico (BUKEMA;
SHERBERGER, 1977) e em condicbes ambientais favoraveis reproduzem-se
assexuadamente por partenogénese, originando apenas fémeas geneticamente
iguais, 0 que os torna serem ideais para bioensaios ecotoxicolégicos (FREAR;
BOYD, 1967).

A Daphnia magna STRAUS, 1820 (Cladocera, Crustacea), atua na cadeia
alimentar aquéatica como consumidor primario entre os metazoarios. Possuem suas
pernas toracicas compostas por cerdas que agem como peneiras, que retém algas,
bactérias e pequenas particulas de material organico da agua. O alimento é
transferido para a boca, onde € moido pelas mandibulas e direcionado para o trato
digestivo (KNIE; LOPES, 2004).

Em laboratorios a alimentacdo da Daphnia magna sao algas verdes como
Desmodesmus subspicatus, Chlorella ssp, Pseudokirchneriella subcapitata (RATTE
et al., 2003).

A Daphnia magna é vulgarmente conhecida como pulga dagua sendo
classificada taxonomicamente no filo Artropoda, subfilo Crustacea, classe
Branchiopoda, ordem Diplostraca, subordem Cladocera (RUPPERT; BARNES,
1996). Apresenta tamanho médio de 5 a 6 mm e uma carapaca bivalve transparente
gue encerra todo o corpo, com excecao da cabeca e antenas (KNIE; LOPES, 2004).

De acordo com Knie e Lopes (2004) o emprego de Daphnia magna como
organismo teste € devido a: (a) os descendentes sdo geneticamente idénticos, o0 que
assegura certa uniformidade de respostas nos ensaios; (b) a cultura em laboratorio
sob condi¢cbes controladas é facil e sem grandes dispéndios; (c) 0 manuseio é
simples por causa do tamanho relativamente grande da espécie, em comparagao
com outros microcustaceos; (d) o ciclo de vida e de reproducdo é suficientemente
curto, o que permite também sua aplicacdo também em testes cronicos.

Além disso, a Daphnia magna é relativamente sensivel a produtos quimicos
em comparagdo com outros invertebrados de agua doce (RIZZO, 2011; BAIRD,
2002; RADIX et al., 1999; VERSTEEG et al.,1997).
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Os espécimes usados no ensaio devem ser inseridos com menos de 24 h
para uso em bioensaios (KNIE e LOPES, 2004). Conforme Ratte el al. (2003) a
diferenca de sensibilidade est4 relacionada com a idade e com o tempo de
exposicao .

Na Figura 2 estdo apresentados fotos de espécimes de Daphnia magna com

aproximadamente 24h e com 38 dias.

Figura 2 - Microcrustaceo Daphnia magna com 22-24h de vida com aproximadamente 1 mm de
comprimento (esquerda) e com 38 dias (direita) com aproximadamente 5 mm de
comprimento. ObservacGes em Microscopia 6ptica com aumento de 40X.

FONTE: Autor

Os testes com organismos aquaticos foram normalizados e padronizados
internacionalmente pela OECD (Organization for Economic Co-operation and
Development) e pela ISO (International Organization for Standardization) e em 2009
a ABNT publicou a NBR 12.713, teste com Daphnia spp.

O teste de toxicidade utilizando o microcrustacio Daphnia magna € o
bioensaio mais usado internacionalmente para a varredura da toxicidade dos
produtos quimicos e para o monitoramento da toxicidade de efluentes. Como para
todos os testes de toxicidade, os organismos utilizados para o ensaio agudo tém
sido obtidos a partir de estoques vivos que sdo cultivadas em laboratoério
(PERSONNE et al., 2009).

Para toxicidade aguda, o principio do método consiste na exposicdo de
individuos jovens da Daphnia magna por um periodo de 24 a 48 horas a varias
diluicbes de uma amostra, apds o qual é verificado seu efeito sobre a capacidade
natatoria dos organismos (mobilidade). Para o resultado do ensaio, deve ser
registrado o numero de individuos iméveis em cada solucdo-teste e, eventualmente,
no controle. De acordo com Knie e Lopes (2004) “sdo considerados imdéveis, além
dos organismos aparentemente mortos, agueles incapazes de nadar na coluna

d’agua até 15 segundos apos leve agitagao do recipiente”.
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3.3.2 Bactéria Vibrio fischeri

Vibrio fischeri (BEIJERINCK, 1889) € uma bactéria marinha luminescente,
gram-negativa, anaerébia facultativa. Em condi¢Bes favoraveis essa bactéria emite
luz naturalmente (figura 3), necessitando para isto oxigénio em concentragao acima
de 0,5 mg.L (KNIE; LOPES, 2004).

A atividade luminescente microbiana envolve sistemas de transporte de
elétrons associados a producado de luz, e que sao diretamente afetados por fatores
ambientais prejudiciais ao metabolismo celular. Se algum disturbio sobre a cadeia de
transporte de elétrons manifesta-se como uma reducédo de luz, muito provavelmente
a substancia toxica apresenta-se em uma forma biodisponivel capaz de penetrar no
interior da célula (STEINBERG et al., 1995).

As bactérias luminescentes produzem luz quando simultaneamente oxidam
Flavino Mononucleotideo reduzido (FMNH2) e um aldeido alifatico de cadeia longa
(RCHO), na presenca de oxigénio e uma enzima do tipo flavina monoxigenase
chamada luciferase (SANTOS; SANTOS, 1993). De acordo com White (2009)
bioluminescéncia € a base para varios bioensaios de toxicidade com bactérias

luminescentes.

Caparsgrt € 7317 Bens M W omcapy. 96

Figura 3 — A: foto tubo de ensaio contendo Figura 3 — B: Bactéria Vibrio fischeri
bactéria luminescente (Vibrio fischeri) em vidalivre.
FONTE: Autor FONTE: Copyright 2010 Dennis Kunkel

Microscopy, Inc. 2101022C

O teste de toxicidade aguda com Vibrio fischeri é considerado uma
alternativa valiosa na avaliacdo da contaminacdo ambiental. E um método eficiente
na deteccdo da toxicidade de um amplo espectro de contaminantes quimicos,
especialmente quando se pretende avaliar misturas complexas contendo diferentes

compostos organicos e inorganicos (HERNANDO et al., 2006).


http://www.denniskunkel.com/index.php?module=media&pId=102&id=14208

34

De acordo com Girotti et al. (2008) essa bactéria € muito utilizada na
avaliacdo de toxicidade aguda por apresentar as vantagens de ser um teste rapido,
sensivel, reprodutivel e com boa relacao custo-beneficio.

De acordo com Parvez et al. (2006) os resultados dos testes apresentam
uma boa correlacdo com outros testes de toxicidade aguda com organismos
aquaticos. No entanto, de acordo com Girotti et al.(2008), em alguns casos, 0
sistema de bioluminescéncia pode né&o ter sensibilidade suficiente para detectar uma
substancia téxica, na sua concentracao maxima admissivel.

Os ensaios com Vibrio fischeri encontraram grande aplicabilidade,
especialmente com a padronizacdo em 1991 pelo DIN, norma 38412 parte 34, e em
1998 pela ISO norma 11348, partes 1, 2 e 3 (KNIE; LOPES, 2004).

Em 2006, a ABNT publicou a NBR 15411:2006 - “Ecotoxicologia aquatica -
Determinacgéo do efeito inibitério de amostras de agua sobre a emissao de luz de
Vibrio fischeri (ensaio de bactéria luminescente)”, que, baseada na ISO 11348,
emprega o tempo de exposicdo de 30 minutos, e também é dividida em trés partes:
Parte 1 - Método utilizando bactérias recém-cultivadas; Parte 2 - Método utilizando
bactérias desidratadas; Parte 3 - Método utilizando bactérias liofilizadas.

O sistema analitico é baseado na medicdo da luminescéncia emitida pelas
bactérias apos a exposicdo a uma amostra por um periodo de 15 ou 30 min medido
através de luminémetro (KNIE e LOPES, 2004).

Em virtude de sua origem marinha, para se testar amostras com baixa
concentracdo de sal essas bactérias precisam de ajuste de salinidade, o que é
usualmente obtido pela adicéo de cloreto de sédio (UMBUZEIRO et al., 2010).
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3.3.3 Alga Desmodesmus subspicatus

As algas sdo um conjunto heterogéneo de organismos que varia em tamanho,
de pequenas células individuais a algas gigantes e que pertencem a diferentes
linhagens evolutivas. Como resultado, as algas sdo em grande parte definidas por
tracos ecoldgicos e conhecidamente espécies fotossintéticas que produzem oxigénio
e vivem em habitats aquaticos. Além disso, ndo possuem as caracteristicas
morfolégicas e reprodutivas das plantas terrestres que representam adaptacées vida
terrestre. Este conceito das algas protistas fotossintéticas inclui as que séo
eucariontes conhecidas como algas verdes e as procariontes chamadas de
cianobactérias, também conhecidas como algas azuis (GRAHAM; GRAHAM,;
WILCON, 2009).

Conforme Trainor; Cain; Shubert (1976), Desmodesmus género que consiste
em algas unicelulares, planas, coldénias coenobial de 2,4,8 ou 16 células dispostas
linearmente e Scenedesmus consistia de dois géneros, um grupo de espécies
espinhosas e um grupo de nao-espinhosas (KESSLER et al., 1997; VAN HANNEN;
FINK; LURLING, 2002.).

Desmodesmus subspicatus, HEGEWALD; SCHIMIDT; SCHNEPF; 2000
(Chlorophyta, Chlorophyceae) é uma alga verde planctbnica (Figuras 4 e 5),
representante dos produtores primarios nos ecossistemas de agua doce. Nesta
funcao, as algas sdo a base do ciclo de vida na agua, servindo de alimentos para
outros organismos; além disso, destaca-se na manutencao do equilibrio do ambiente
aquatico, pois participam do ciclo biogeoquimico, especialmente nos ciclos do

carbono, oxigénio, nitrogénio, fésforo e silicio (KNIE; LOPES, 2004).

Figura 4 - Desmodesmus subspicatus. Figura 5 - Foto de cultivo D.
FONTE: GRAHAM et al., 2009 subspicatus (conhecida como alga
verde).

FONTE: Autor
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Sicko-Goad e Stoermer (1988); Hellawel (1986) relatam que algas
apresentam respostas fisiolégicas réapidas provocadas por compostos téxicos.,
podento ser usados como bioindicadores bioldgicos verificando a qualidade da agua
e impacto ambiental.

De acordo com Lewis (1990) as algas sdo mais sensiveis que peixes
utilizando substancias como surfactantes, combustiveis e herbicidas. De acordo com
Greene et al. (1988), algas tém se mostrado sensiveis a muitos metais e Sosak;
Swderska; Maslikowska (1998) considera o teste com alga fundamental devido a
importancia ecoldgica que representa esse organismo no ecossistema.

A base da avaliacdo de testes com algas € a curva de crescimento da
populacdo durante 72 ou 96 horas (RATTE et al., 2003).

3.3.4 Resultados de Ensaios de Toxicidade

Os resultados dos ensaios de toxicidade podem ser apresentados em
graficos, em que as porcentagens de organismos que exibem respostas especificas
sdo representadas no eixo vertical (varidvel dependente) e as concentracbes de

exposicao representadas no eixo horizontal (variavel independente) (Figura 6).

Efeito crénico

Efeito agudo

Resposta (intensidade dos efeitos)

Concentragao

Figura 6 — Curvas de concentracdo-resposta (efeito agudo e crénico).
Fonte: USEPA, 2000

Nas analises dessas curvas verifica-se que a inclinacdo é determinada pelo
aumento da resposta em funcdo do aumento da concentragdo. A inclinagdo informa
sobre a toxicidade intrinseca da substancia. Inclinacdo acentuada pode indicar
rapida acdo ou rapida absorcao, significando que pequenas variacdes levam as

diferencas significativas da resposta (BALLANTYNE, 1997).



37

De acordo com Costa et al. (2008) os testes de toxicidade também permitem
determinar valores de Dose Letal (DL) Concentracdo Letal (CL), Concentracéo
Efetiva (CE), Concentracéo Inibitoria (Cl) concentracao inibitéria Percentual (CIP).

A Concentracdo Efetiva que causa efeito em 50% dos organismos (CES50)
representa a concentracdo nominal da amostra, no inicio do ensaio, que causa um
efeito (imobilidade, reducdo da luminescéncia, por exemplo) durante o tempo de
exposicao (ABNT, 2009).

Geralmente os valores de concentragdes efetivas e letais sdo expressos em
relacdo a 50% dos organismos porque estas respostas sdo mais reprodutiveis,
podendo ser estimadas com maior grau de confiabilidade e sdo mais significativas
para serem extrapoladas para uma populacdo (ARAGAO; ARAUJO, 2008). E nessa
regido que ocorre maior linearidade da curva sigmoide concentracéo-resposta, entéo
0 CE50 fica localizado na regidao média do efeito observavel (entre 20 a 80%).

CENO (concentracdo de efeito nédo observado) corresponde a maior
concentracdo de agente toxico que nao causa efeito deletério estatisticamente
significativo nos organismos no tempo de exposicédo e nas condi¢cdes do teste. CEO
(concentracao de efeito observado) € a menor concentracdo de agente toxico que
causa efeito deletério estatisticamente significativo nos organismos no tempo de
exposicao e nas condi¢cdes do teste.

E importante observar que os valores numéricos de toxicidade aguda e
cronica, expressos como CES0, CI150, CIP50, CENO, CEO, CL50 E DL50 exprimem
uma relacdo inversa a toxicidade, ou seja, menores valores numeéricos indicam
maiores toxicidades.

Para avaliacdo de efeito agudo sdo frequentemente empregados resultados
gue considerem o que ocorre com 50% dos organismos CL50 e a CE50. Para
cronicos Cl e a CIP. A Cl é a concentracdo inibitoria e a CIP € a concentracdo
percentual de efeito inibitorio. Esses resultados podem ser determinados através de
varios métodos estatisticos (BURATINI; BRANDELLI, 2008).

Os resultados dos ensaios de toxicidade também podem ser expressos em
FT (fator de Toxicidade). O FT corresponde a menor diluicdo da amostra em que
nao ocorreu efeito em mais de 10% ou 20% dos organismos. O resultado é expresso
em namero inteiro e € igual ao fator de diluicdo da solugcéo-teste. Fator de toxicidade

€ mais empregado para mistura de sushtancias e efluentes.
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Para Daphnia magna a Concentragédo Efetiva que causa efeito em 50% dos
organismos (CE50) representa a concentracdo nominal da amostra que causa efeito
agudo a 50 % dos organismos durante o tempo de exposi¢cédo e o FT que representa
a menor diluicdo que induz efeito toxico a 10% de inibicdo da capacidade natatoria
(ABNT, 2009).

Para Vibrio fischeri a Concentracdo Efetiva que causa efeito em 50% dos
organismos (CE50) representa a concentragédo nominal da amostra que causa efeito
agudo a 50 % dos organismos durante o tempo de exposicao e o FT que representa
a menor diluicdo que induz efeito toxico a 20% de inibicdo da luminosidade (ABNT,
2006).

Para Desmodesmus subspicatus a Concentragdo inibitéria que causa efeito
em 50% dos organismos (CI50) representa a concentracdo nominal da amostra que
causa efeito crénico a 50 % dos organismos durante o tempo de exposicao e FT que
representa a menor diluicdo que induz efeito toéxico a 20% de inibicdo do
crescimento algaceo (ABNT, 2011).

3.3.5 Principais Métodos Estatisticos para Estimar a Toxicidade

Ha diversos métodos estatisticos (paramétricos e nao paramétricos) para
estimar a CE50, CI50 ou a CL50 e o intervalo de confianca associado ao conjunto de
ensaios. Esses métodos baseiam-se na transformacao dos valores de concentracao,
visando proporcionar uma relacdo de concentracao-resposta ou dose-resposta que
possa ser apresentada por uma equacdo (USEPA, 2002a).

Os métodos paramétricos mais citados sdo o método de probitos (USEPA,
2002a), o método de Litchfield-Wilcoxon (LITCHFIELD, WILCOXON, 1949) e o
método da funcao logistica (STEPHAN, 1977).

Os métodos ndo paramétricos sdo baseados nos efeitos observados sendo
0 método da interpolacdo gréfica (US EPA, 2002a), o método da média movel
(Stephan, 1977), o método de Spearman-Karber e o método de Trimmed Spearman-
Karber (US EPA, 2002a). O método de Probitos, método de Spearman-Karber e o
método de Trimmed Spearman- Karber foram concebidos para produzir valores de
CL50 e CE50 associados a intervalos de confianca de 95%. Muitos desses métodos
estdo disponiveis em software, dentre os quais o TSK versédo 1.5, TOXSTAT, CIP
versao 2.0 obtidos na agéncia USEPA (USEPA, 2002a).
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O Método Spearman-Karber é recomendado quando ocorrem porcentagens
de efeito intermediario nas solucdes teste, mas os dados ndo se ajustam ao modelo
de probitos (BURATINI; BRNDELLI, 2008). Ja o método estatistico Trimmed
Spearman-Karber é um método que alinha os célculos para 95% de confianca e € 0
programa ideal para célculos de CE50, CL50 e DL50 (HAMILTON; RUSSO;
THURSTON, 1977).

Para determinacdo da concentra¢do mais baixa a qual a sobrevivéncia ndo é
significativamente diferente do controle (NOAEC) é necessério utilizar um teste de
hipoteses (US EPA, 2002a). De acordo com Buratini e Brandelli (2008) os testes de
hip6teses representam a metodologia mais utilizada devido a simplicidade de
calculos (utilizam ferramentas estatisticas disponiveis em programas

computadorizados) e séo apropriados a qualquer variavel biologica.

3.3.6 Sensibilidade e Cartas Controle

Todos os procedimentos relativos ao cultivo dos organismos e a sua
manipulacdo refletem na sua sensibilidade, cuja estabilidade é essencial para a
confiabilidade dos resultados dos testes. Por isso, devem ser realizados
mensalmente testes de sensibilidade dos organismos de acordo com as normas
ABNT (2006; 2009; 2011) e ISO 6341 (1996) e USEPA em forma de carta controle,
exemplificada na Figura 7, sendo na variavel X as datas de realizacdo dos testes e

na variavel Y, os valores encontrados de concentracéo do efeito em estudo.
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Figura 7 - Modelo de carta controle
Fonte: APHA, 2012, figura 1020:| pagina 1-12
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Sendo:

Concentration: concentracao

Date: data da realizag&o do teste

UCL : desvio em 2 desvios padrao, superior
UWL.: o desvio em 1 desvio padrao, superior
X: média dos valores

LWL.: desvio em 1 desvios padrao, inferior

LCL: desvio em 2 desvios padréao, inferior

O resultado de um ensaio de toxicidade é considerado aceitavel se a
sensibilidade do organismo teste a substancia de referéncia estiver dentro dos
limites estabelecidos pela carta-controle, obtida pela média da CIP ou CE50 de um
determinado nimero de ensaios + 2 desvios padrao (NIPPER, 2002; ABNT, 2009).

Todos os procedimentos relacionados ao ensaio devem ser reavaliados,
guando dois resultados consecutivos estiverem além dos limites definidos na carta
de sensibilidade, ou sete resultados consecutivos estiverem de um mesmo lado da
linha de tendéncia central (ABNT, 2009).

Para a Daphnia magna a norma 1SO 6341 recomenda dicromato de potassio
como substancia de referéncia, sendo os valores limites de sensibilidade na faixa de
0,6 a 1,7 mg.L* de CE50 em 24 horas e 0,6 a 0,7 mg.L* de CE50 em 48 horas
(KNIE; LOPES, 2004; 1SO, 1996).

Para Vibrio fischeri de acordo com a norma ISO 11348 quando as bactériass
sdo congeladas e preparadas frescas (preservadas em meio liquido) devem
apresentar entre 20 a 80% de inibicdo de luminescéncia ap6s 30 minutos de
exposicdo com as seguintes substancias de referéncia: 3,5 — diclorofenol: 6 mg.L;
Zn?* (como sulfato de zinco hepta-hidratado): 2,2 mg.L?; Cré* (como dicromato de
potassio): 4 mg.L.

Para bactérias liofilizadas, conforme a ISO 11348, sdo adotados os
seguintes valores: 3,5 — diclorofenol: 3,4 mg L; Zn?* (como sulfato de zinco hepta-
hidratado): 2,2 mg.L; Cré* (como dicromato de potassio): 18,7 mg.L. Para a norma
CETESB L5.227 a faixa aceitdvel de CE50 do sulfato de zinco heptahidratado
(ZnS04.7H20), nas condicbes descritas na norma é 3,0 a 10,0 mg.L"{(CETESB,
2001).
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Para a Demodesmus subspicatus a norma ABNT 12.648 indica a utilizagéo
de sulfato de cobre como substancia de referéncia mais podem ser escolhidos
diversos outros compostos considerando disponibilidade comercial, facilidade de
manipulagcdo e menor toxicidade para posterior descarte. Os valores de referéncia
diferem muito entre laboratérios devido a esse uso de diversas substancias sendo,
portanto, a carta controle uma ferramenta importante para verificar a qualidade dos
ensaios realizados pelo laboratdrio.

As algas sédo sensiveis a ions de metais divalentes (Cu, Cd, Hg, Pb, Zn) que
podem reduzir a fotossintese causando dano estrutural aos cloroplastos (VIDOTTI;
ROLLEMBERG, 2004). Varias substancias séo indicadas para serem utilizadas
como substédncia de referéncia para algas, entre elas sulfato de cobre
(CuS0O,.5H,0), sulfato de zinco (ZnSO,.7H,O), dodecil sulfato de sobdio

(C,,H,.NaSO,) e dicromato de potassio (K,Cr,0.) (EPA, 1989).

12" 25
De acordo com Kramarova et al. (2012) para a D. quadricauda utilizando
metais como substancia de referéncia, a resposta efetiva foi em 29,05 mg.L* com
arsénio e 3,65 mg.L* com selénio. De acordo com a Norma ISO 8692 (1989) o valor

de inibicdo para dicromato de potassio deve estar proximo a CIP50 em 3,2 mg.L™.

3.4 LEGISLACAO AMBIENTAL PERTINENTE

As legislacbes ambientais tém abrangéncia e limites diferenciados em
funcdo da autoridade governamental que a instituiu. A Lei n° 9.605, de 12 de
fevereiro de 1998 (BRASIL, 1998) que “Dispde sobre as sang¢des penais e
administrativas derivadas de condutas e atividades lesivas ao meio ambiente [...]",
na Secéo lll - Da Poluicdo e outros Crimes Ambientais em seu artigo 54, considera
crime ambiental “Causar poluicdo de qualquer natureza em niveis tais que resultem
ou possam resultar em danos a saude humana ou que provoquem a mortandade de
animais ou a destruicao significativa da flora”.

Essa Lei estabelece ainda Pena e Multa (Art. 54) Paragrafos 1 e 2.

“§ 1°. Se o crime é culposo: Pena de detencgéo, de seis meses a um
ano, e multa. § 2° Se o crime estiver relacionado com: [..] “V -
langamento de residuos sélidos, liquidos ou gasosos, ou detritos,
Oleos ou substancias oleosas em desacordo com as exigéncias
estabelecidas em leis ou regulamentos com pena de reclusdo de um
a cinco anos.”
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De acordo com as legislagbes existe a necessidade de prevenir a
contaminacdo do subsolo e das &guas subterrdneas que sao bens publicos e
reservas estratégicas para 0 abastecimento publico e o desenvolvimento
ambientalmente sustentavel; a necessidade de estabelecer critérios para definicdo
de valores orientadores para a prevencdo da contaminacédo dos solos e de definir
diretrizes para o gerenciamento de areas contaminadas.

O gerenciamento ambiental tem como principais objetivos de eliminar o
perigo ou reduzir o risco a saude humana; eliminar ou minimizar os riscos ao meio
ambiente; evitar danos aos demais bens a proteger; evitar danos ao bem estar
publico durante a execucao de acdes para reabilitacéo; e possibilitar o uso declarado
ou futuro da area, observando o planejamento de uso e ocupacéo do solo.

As Resolugdes do CONAMA visam o atendimento as Politicas Nacionais de
Gestao Ambiental, de Gestédo de Recursos Hidricos e de uso e ocupacgéo do solo, a
fim de garantir as fun¢des social, econbmica e ambiental como, por exemplo, a
SEMA 21/2011 considera a necessidade de dar efetividade ao "principio da
prevencao" consagrado na Politica Nacional do Meio Ambiente (artigo 2°, incisos |,
IV e IX da Lei Federal N.° 6.938, de 31 de agosto de 1.981).

Para facilitar o acompanhamento da sequiéncia de dados das legislacdes
atuais, o Quadro 05 apresenta as normativas de valores maximos permitidos dos

hidrocarbonetos estudados por ordem cronolégica.

Legislacdo Nacional

Norma Interesse

CONAMA 357/05 Estabelece limites para compostos monoaromaticos em diversas classes de
agua e cita sobre ecotoxicologia.

CONAMA 396/08 Estabelece limites para compostos monoaromaticos para Usos
preponderantes da agua subterranea.

CONAMA 420/09 Estabelece limites para compostos monoaromaticos para agua subterrénea
e solos.

CONAMA 430/11 Estabelece limites para compostos monoaromaticos em efluentes de
gualquer fonte poluidora para descarte em corpo receptor.

Portaria N. 2914/11 Estabelece limites para compostos monoaromaticos para fins de
potabilidade.

Quadro 5 - Lista das principais legislagdes nacionais relacionadas a valores dos componentes
em estudo.
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No Quadro 06 estdo apresentadas lista de legislacdes relacionadas com
ecotoxicologia. Embora as ferramentas legais na forma de leis, decretos, resolugdes,
portarias e outros instrumentos se constituem nos meios para a efetiva utilizacao das
analises ecotoxicoldgicas, no Brasil somente a partir da Resolugcdo CONAMA 357/05

(BRASIL, 2005) a questao da toxicidade passou a ser considerada.

Legislacdo do Estado do Parana

Norma Interesse

Decreto 1190/04 | Estabelece limites para compostos monoaromaticos para agua
subterranea e solos.

Portaria 19/06 Estabelece limites de ecotoxicidade para fins de monitoramento
ambiental.

CEMA 70/09 Estabelece limites de ecotoxicidade para fins de monitoramento
ambiental, contribui acrescentado diversos ramos de atividades.

CEMA 81/10 Estabelece limites de ecotoxicidade para fins de monitoramento

ambiental, estipulando metas de reducdo de toxicidade para diversas
areas de atividades.

SEMA 21/11 Estabelece limites de ecotoxicidade para fins de monitoramento
ambiental, e valores maximos permitidos de compostos
monoaromaticos para solo e agua subterranea.

Legislacédo do Estado de Sdo Paulo

Norma Interese

CETESB/05 Estabelece limites para compostos monoaromaticos para agua
subterranea e solos.

Legislacdo do Estado de Santa Catarina

Norma Interesse

FATMA 17/02 Estabelece limites de ecotoxicidade para fins de monitoramento
ambiental.

Legislacédo do Estado de Rio Grande do sul

Norma Interesse

CONSEMA/06 Padrbes de emissoes de efluentes lancados em aguas superficiais

Legislacao Internacional

Norma Interesse

Lista Holandesa | Estabelece limites para compostos monoaromaticos para agua
6530 subterranea e solos.

Canada CCMTR e CCMTR - Guias de controle ambientais.

Quadro 6 - Legislacbes e limites estabelecidos para fins de monitoramento ambiental de
ecotoxicidade.

Com relacdo a qualidade das aguas superficiais, como aguas doces (rios,
lagos, nascentes e outros), aguas salinas e salobras, a Resolucdo CONAMA 357/05
(BRASIL, 2005) possui alguns padrées descritivos e no Capitulo Ill, Secéo Il, torna-
se mais explicita a necessidade de uso das avaliacbes ecotoxicolégicas,
dependendo da qualidade da &gua requerida para protecdo das comunidades

aquaticas.
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Nos recursos hidricos de aguas doces pertencentes a classe | e Il, ndo pode
ser detectado efeito toxico crénico, enquanto ndo deve ocorrer efeito toéxico agudo
nos recursos hidricos classe Il

A Resolugéo 357/05 (BRASIL, 2005) fornece o enquadramento dos corpos

de aguas e cita que as condi¢des de qualidade de aguas doces de Classe Il:

ndo verificacdo de efeito tdxico crbnico a organismos, de acordo com 0s
critérios estabelecidos pelo 6rgdo ambiental competente, ou, na sua
auséncia, por instituicbes nacionais ou internacionais renomadas,
comprovado pela realizacdo de ensaio ecotoxicoldgico padronizado ou outro
método cientificamente reconhecido “ (BRASIL, 2005).

No entanto, essa exigéncia de auséncia de efeito crénico e agudo esta
condicionada a critérios estabelecidos pelos 6rgdos ambientais competentes, o que
acaba gerando varios critérios com diferentes graus de exigéncia.

O CONAMA 357/05 (BRASIL, 2005) classifica as aguas disponiveis
conforme a qualidade requerida e para 0S seus usos preponderantes conforme seu
artigo 3. Nessa Resolucao as aguas doces sao divididas em classe 1, 2, 3 e 4 e as
aguas salinas e salobras sédo divididas em classe especial, classe 1, 2 e 3. No
Quadro 08, estédo descritos os valores maximos permitidos das classes 1 e 2.

Para as classes de agua doce 1, 2 e 3 (CONAMA 357/05) os valores
maximos permitidos de benzeno coincidem aos utilizados pelo Ministério da saude
contemplados na Portaria N. 2914/2011, ja para tolueno, etilbenzeno e xilenos séo
mais restritivos no CONAMA 357/05 em relacdo a agua de abastecimento publico.
Mais ndo ocorre apenas com 0S COMPOStOS monoaromaticos outros parametros
legislados sdo mais restritivos nas classes de agua conforme CONAMA em
comparado com Portarias de consumo de agua.

O valor maximo permitido de tolueno do CONAMA 357/05 é o mesmo
recomendado pelo Canadian Council of Ministers of Environment - CCME (1995) de
2 ng.Lt demonstrando equivaléncia normativas de protecdo ambiental.

Para etilbenzeno os valores das classes salinas e salobras sdo menores em
comparados com as classes de agua doce, o que ndo ocorre com tolueno que
apresenta valores mais altos na agua salina e salobra em comparado com a agua
doce. Os xilenos estdo sendo monitorados apenas nas classes de agua doce, nas
demais classes ndo constam valores recomendados conforme apresentado no
Quadro 7.
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Classes Substancias Classe 1 (ug.L?) Classe 2 (ug.L?)

Aguas doces Benzeno 5 5
Tolueno 2 2
Etilbenzeno 90 90
Xilenos 300 300

Aguas salinas Benzeno 700 700
Tolueno 215 215
Etilbenzeno 25 25
Xilenos N&o Consta N&o Consta

Aguas salobras Benzeno 700 700
Tolueno 215 215
Etilbenzeno 25 25
Xilenos N&o Consta N&o Consta

Quadro 7 - Valores maximos permitidos do CONAMA 357 de 17 de marcgo de 2005 para aguas
docentes, salinas e salobras, classes 1 e 2.
Fonte: adaptado de BRASIL (2005).

Para aguas doces classe 3 e 4 apenas o limite de benzeno consta na classe
de 3, com valor maximo permitido de 5 pg.L* as demais classes também n&o ocorre
monitoramento.

Para aguas subterrdneas a legislacdo federal estabeleceu padrées com o
CONAMA 396/08 (BRASIL, 2008). Nessa legislacdo os valores foram relacionados
com 0s usos preponderantes da agua (Quadro 8).

Para os todos 0s compostos monoaromaticos apenas para 0 USO
preponderante em consumo humano consta todos os valores maximos permitidos,
gue é o mesmo da Portaria N. 518 de 17 de marco de 2004 que atualmente
substituidas pela Portaria N. 2914/2011. Para dessendatacdo de animais apenas
tolueno tem valor maximo permitido de 24 ug.L*, que é mais baixo em comparado
para agua de consumo humano, visto que o calculo para compor o valor maximo
leva em conta o tamanho do animal e seu consumo diario de agua. Portanto, valores
acima de 24 pg.L* podem promover a perda dentaria em animais.

Para o0 uso em irrigacdo e recreacdo nao constam valores maximos
permitidos para os compostos monoaromaticos, podendo entdo legalmente, ser
usados aguas contendo esses compostos para irrigagcdo de alimentos como

hortalicas, culturas arbdreas, trigo, milho, feijao e outros.
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Usos Preponderantes da agua

Consumo Dessedentacéo Irrigacéo Recreacgéo
Parametros CAS Ne. Humano de Animais
(kgL (kgL (hg.L?) (ug.LY)
Benzeno 71-43-2 5 --- 10
Tolueno 108-88-3 170 24
Etilbenzeno 100-41-4 200 -
(efeito
organoléptico)
Xileno  Total | m(108-38-3) 300 ---
(o+m+p) 0 (95-47-6)
p(106-42-3) -

Quadro 8 - Valores de referéncia CONAMA 396/2008 que subdivide a agua em usos

preponderantes: consumo humano, dessedentacdo de animais, irrigacao e recreacao.
Fonte: adaptado de BRASIL, (2008).

A Resolugdo CONAMA 420 de 28 de dezembro de 2009 (BRASIL, 2009)

“Dispde sobre critérios e valores orientadores de qualidade do solo quanto
a presenca de substancias quimicas e estabelece diretrizes para o
gerenciamento ambiental de areas contaminadas por essas substancias em

decorréncia de atividades antrépicas."”

Os valores orientadores para prevencao e investigacao estdo apresentados
no Anexo lll dessa Resolucdo e em seu Artigo 22, descreve seus principais objetivos
de eliminar o perigo ou reduzir o risco a saude humana; eliminar ou minimizar os
riscos ao meio ambiente; evitar danos aos demais bens a proteger; evitar danos ao
bem estar publico durante a execucdo de acbes para reabilitacdo; e possibilitar o
uso declarado ou futuro da area, observando o planejamento de uso e ocupacao do
solo. No Quadro 9 estdo citados os valores orientadores para hidrocarbonetos

aromaticos, citados, no Anexo lll da Resolucao 420/09.

Solo Agua
CAS N°. | RQ (mg.kg™* de peso seco) subterranea
Substancia Investigacéo (ug.L™?)
Prevencdo Agricola Residencial Industrial Investigacéo
AP

Benzeno 71-43-2 Na 0,03 0,06 0,08 0,15 5
Etilbenzeno | 100-41-4 | Na 6,2 35 40 95 300
Tolueno 108-88-3 | Na 0,14 30 30 75 700
Xilenos 1330-20-7 | Na 0,13 25 30 70 500

RQ (Referéncia de qualidade) Na = n&o se aplica para substancias organicas AP = area de protecéo.

Quadro 9 - Valores orientadores citados no Anexo Il da Resolugdo CONAMA 420 de 28 de
dezembro de 2009.
Fonte: adaptado de BRASIL (2009).
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A Resolucdo CONAMA 430, de 13 de maio de 2011, "Dispde sobre condi¢cdes
e padrdes de lancamento de efluentes, complementa e altera a Resolugéo no 357,
de 17 de margco de 2005, do Conselho Nacional do Meio Ambiente - CONAMA."
Conforme essa Resolucéo é vetado o langamento de qualquer efluente em aguas de
classe especial e das demais classes conforme descrito no artigo 14 “os efluentes
enviados ao corpo receptor ndo devem acarretar efeitos toxicos agudos ou crénicos
em organismos aquaticos e inviabilizar o abastecimento das populag¢des”.

Na Resolucdo CONAMA 430, de 13 de maio de 2011, no Art. 16 consta:

“ os efluentes de qualquer fonte poluidora somente poderdo ser lancados
diretamente no corpo receptor desde que obedecam as condicBes e

padrdes previstos neste artigo, resguardadas outras exigéncias cabiveis”.

Na Resolugdo CONAMA 430, de 13 de maio de 2011 com relagdo aos
padrdes de lancamento de efluentes, a presenca de BTEX tem seu valores limitados

de acordo com Quadro 10.

Substancias Valor maximo permitido
(mg.L?)
Benzeno 1,2
Tolueno 1,2
Etilbenzeno 0,84
Xilenos 1,6

Quadro 10 - Valores do CONAMA 430 DE 13 DE MAIO DE 2011, padr&es para langamento de
efluentes.
Fonte: adaptado de BRASIL (2011).

Os valores maximos permitidos para o monoaromaticos estabelecidos pelo
CONAMA 430/2011 levam em conta a capacidade de suporte do corpo receptor, ou
seja, valor maximo de determinado poluente que o corpo hidrico pode receber, sem
comprometer a qualidade da &gua e seus usos determinados pela classe de
enquadramento.

Quanto a toxicidade, no Art. 18 do CONAMA 430/2011 “o efluente ndo devera
causar ou possuir potencial para causar efeitos téxicos aos organismos aquaticos no
corpo receptor, de acordo com os critérios de ecotoxicidade estabelecidos pelo

orgao ambiental competente”.
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Para consumo de agua potavel a Portaria N. 2914 de 12 de dezembro de
2011 (que substituiu a Portaria N. 518 de 25 de marco de 2004), também
regulamenta o teor maximo de monoaromaticos que prejudicam as propriedades
fisicas, quimicas e os parametros organolépticos. Os valores maximos permitidos

estao citados no Quadro 11.

Pardmetros CAS N. Valor maximo permitido
(Mg-L™)
Benzeno 71-43-2 5
Etilbenzeno 100-41-4 200
Tolueno 108-88-3 170
Xileno 130-20-7 300

Quadro 11 — Valores de BTEX da PORTARIA N. 2914 de 12 de dezembro 2011, referéncia para
agua de consumo humano.
Fonte: adaptado de BRASIL (2011).

No Parana com o Decreto 1190 de 14 de dezembro de 2004 ficam definidos
no municipio de Curitiba os parametros de referéncia para a qualidade do solo e
agua subterranea, considerando a necessidade de estabelecer parametros de
gualidade agrupando em uso residencial/APA (areas de protecdo ambiental),

Comercial/Servicos e Industrial (Quadro 13).

Parametros de referéncia
Substancias Uso do solo (mg.kg™?) Aguas subterraneas (ug.L?)
Residencial/APA | Comercial/servicos | industrial | RES/APA/Com/serv | Industrial
Benzeno 15 15 3 5 30
Tolueno 40 40 140 170 1000
Etilbenzeno 1,2 20 20 150 200
Xilenos 6 6 15 70 300

Quadro 12 — Valores para benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos estabelecidos pelo Decreto
1190.
Fonte: adaptado de CURITIBA (2004).

O Parand desde 2006 implantou o monitoramento ambiental baseado na
Ecotoxicologia aquatica com a Portaria 19/2006 (PARANA, 2006) dividindo as
categorias das industrias instaladas em seu territdrio. A Portaria indicou o uso de
diferentes niveis troficos conforme Quadro 13, que sdo os mesmos utilizados para

0s testes de monoaromaticos.
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Em 2009 a Resolugdo CEMA 70 veio a contribuir com a Portaria 19/2006
acrescentando mais ramos de atividades industriais conforme demonstrado no
ANEXO G. Um ano depois, em 2010 através da Resolucdo CEMA 81 foram
reduzidos os padrdes de FT para diversas areas de atividade e foi determinado que
as industrias precisam atingir metas de reducdo da carga poluidora.

No ano de 2011 a Resolugdo SEMA N. 21/2011 regulamentou os valores
maximos permitidos para dgua e solo para monitoramento de passivos ambientais
em empreendimentos que em processo de forma direta ou indireta atuem na area de
combustiveis ou afins. Essa mesma norma pioneira no Brasil incluiu os testes de
toxicidade com Daphnia magna e Vibrio fischeri como monitoramento de emisséo de
efluentes de postos de combustiveis e lava car, ja demonstrando o entendimento por
parte dos oOrgéos fiscalizadores da complexidade da emisséo desses efluentes ao

meio ambiente.

Origem dos Efluentes Limite Max. de Limite Max.de Limite Max. de
Toxicidade Toxicidade Toxicidade - D.
Aguda para D. Aguda - subspicatus
magna V. fischeri
Categoria Subcategoria FTo FTs FTa
Metal Mecéanico Siderargica 8 8 8
Metallrgica, 8 8 8
Galvanoplastia. 16 8 8
Residuos Urbanos Efluentes de Aterros 8 8 8
Sanitarios
Papel e Celulose 8 8 8
Couros,peles e 8 8 8

produtos similares

Téxtil Beneficiamento de 8 8 8
fibras naturais e
sintéticas, confeccgédo e
Tinturaria.

Quimica Agroquimica, 8 8 8
Petroquimica,
Produtos Quimicos
nao especificados ou
néo classificados.

Farmacéutica 8 8 8

Demais Atividades 8 8 8

Quadro 13 - Portaria IAP N. 19 de 10 de fevereiro de 2006 - Tabela de Limites Maximos de
Toxicidade Aguda para Daphnia magna, Vibrio fischeri e Desmodesmus subspicatus.
Fonte: adaptado de PARANA (2006).

Cabe ressaltar que na Resolucdo do Parana SEMA n°. 21 — 04 de julho de
2011, para finalidade de identificacdo de passivo, considera-se sua existéncia
guando os teores de pelo menos 1 (uma) substancia analisada, ultrapassar o valor

orientador de qualidade estabelecido (Quadro 14).
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Valores Orientadores
Uso do Solo Agua Subterranea
Substancias Solo (mg./kg) (Mg.L™)
Agricola Residéncial Industrial

Benzeno 0,06 0,08 0,15 5
Tolueno 30 30 75 700
Etilbenzeno 35 40 95 300
Xileno 25 30 70 500

Quadro 14 - Resolucao SEMA n°. 21 - 04 de julho de 2011.
Fonte: adaptado de PARANA (2011).

A Resolucdo SEMA 21/2011 - Artigo 22 estabelece os valores maximos de
toxicidade sdo FT=16 para Daphnia magna e FT=8 para Vibrio fischeri em
atendimento a Resolucdo CONAMA n° 357/05, Art. 34, 8 1°, 8§ 4%itens I, I, lll, IV, V e
VI e 8 5% contemplando ensaios de ecotoxicologia para fins de controle e
monitoramento ambiental.

A legislacdo ambiental do Estado de S&o Paulo, regulamentada da Lei n°
997 de 1976 e aprovada pelo Decreto Estadual n° 8468 em 1976, estabelece
critérios para a prevencao e o controle da poluicio do meio ambiente (SAO PAULO,
1976). O Estado de S&o Paulo € uma das melhores referéncias Brasileiras para
controle e monitoramento de passivos ambientais utilizando o regulamento CETESB
195/2005 representado no Quadro 15.

Hidrocarbonetos aromaticos volateis

Substéncia | CAS | Referéncia | Prevencao Intervencao Agua
de Solo subterrénea
qualidade pg.Lt
Agricola | Residencial | Industrial | Intervencéo
APMax
Benzeno 71- 0,03 0,06 0,08 0,15 5
43-2
Etilbenzeno | 100- 6,2 35,0 40 95,0 300
414 | Nao consta
Tolueno 108- 0,14 30,0 30 75,0 700
88-3
Xilenos 1330- 0,13 25,0 30 70,0 500
20-7

Quadro 15 - Valores de referéncia CESTEB 195-2005 - E, 23 de novembro de 2005 para BTEX.
Fonte: adaptado de CESTEB (2005).

No Estado de Santa Catarina, a Fundacdo do Meio Ambiente — FATMA
através da Portaria FATMA N° 17/2002 (SANTA CATARINA, 2002), estabelece os
Limites Maximos de Toxidade Aguda para efluentes de diferentes origens conforme
Quadro 16.
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Categoriada Subcategoria da atividade Limites Maximos Limites Maximos
atividade de Toxidade Aguda de Toxidade
para Daphnia Aguda para Vibrio
magna fischeri
FD FD
A Siderurgia, Metalurgia 4 6
Metal mecéanica ' ) 4 6
Galvanoplastia
16 8
Frigorificos,

Alimenticia Abatedo_uros, Lati(_:l'nios, 5 4

Cerealistas, Bebidas,

Fecularias, Alimentos

Esgotos domésticos
: 1 4
e/ou hospitalares
Residuos urbanos Efluentes de Aterros Sanitarios 8 16
Papel e Celulose 2 4
Couros, peles e
. 4
produtos similares
Agroquimica, Petroquimica,

Quimica Produtgs guimicos 11510 > 4

especificados ou ndo

classificados
Beneficiamento de fibras naturais
Téxtil e sintéticas, confeccéo e 2 2
tinturaria

Farmacéutica 2 4

Quadro 16 - Valores citados na Portaria N.017 de 18 de abril de 2002. Limites Maximos de
Toxidade Aguda para os microcrustaceos - Daphnia magna (Straus, 1820) e para as bactérias
bioluminescentes - Vibrio fisheri, dos efluentes de diferentes categorias.

Fonte: adaptado de FATMA (2002).

Em 2006, o Conselho Estadual do Meio Ambiente do Rio Grande do Sul
(CONSEMA/RS), com a Resolucédo n° 129, definiu critérios e padroes de emisséo
para toxicidade de efluentes liquidos lancados em aguas superficiais sendo que
fontes poluidoras ndo devem apresentar toxicidade aguda quando submetidos a
ensaios de toxicidade para organismos-teste de pelo menos trés diferentes niveis
troficos e toxicidade crénica para dois diferentes niveis troficos (RIO GRANDE DO
SUL, 2006).

A Lista Holandesa hoje referéncia internacional para controle e
monitoramento de passivos ambientais, descreve seus valores de referéncia em trés
niveis de poluentes encontrados na agua e solo.

Essa lista cita os valores em trés categorias sendo valor de referéncia (S),
valor de intervencao (I) e valor de alerta (T). O Valor de referéncia indica um nivel
de qualidade do solo e da agua subterrdnea que permite considera-los limpos e

adequados para sua utilizacao para qualquer finalidade.
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O Valor de intervencédo indica um nivel de qualidade acima do qual existem
riscos para a saude e para o ambiente. A ultrapassagem desse valor (média) em
volume de solo de 25 m3 ou em 100 m® de Agua subterranea indica a necessidade
de implementacdo na area avaliada de acfes voltadas para a sua remediacdo. O
valor de alerta € um valor médio entre os dois primeiros S e |. Ele indica que ja
ocorreu certa alteracdo que diminui, ainda que pouco, as propriedades funcionais do
solo ou da agua, sendo necessaria uma investigacdo detalhada na é&rea para
guantificacdo dessa alteracéo.

O Quadro 17 mostra os valores indicados para monitoramento de BTEX em

aguas que possuem e ndo possuem argila e matéria organica.

Parametro Concentracdo em peso seco (mg.kg™)
Valor de referéncia(S) Valor alerta(T) Valor de
intervencao(l)
Benzeno 0,2 15 30
Tolueno 0,2 500 1000
Etilbenzeno 0,2 75 150
Xilenos (soma) 0,2 35 70

Quadro 17 — Valores de referéncia para compostos aromaticos (benzeno, tolueno, etilbenzeno
e Xilenos) apresentados na Lista Holandesa 6530-3, para aguas considerando um solo com
teor de argila e matéria organica de 0%. Valores em concentracdo em peso seco (ug.L™?).

Fonte: adaptado de Lista Holandesa (6530)

O Quadro 18 mostra os valores indicados para monitoramento de BTEX em
solos que possuam matéria organica (10%) e argila (25%) da Lista Holandesa.

Parametro Concentracéo (mg.kg™)
Valor de referéncia(S) | Valor alerta(T) Valor de intervencdo (1)
Benzeno 0,05 0,53 1
Tolueno 0,05 65,0 130
Etilbenzeno 0,05 25,0 50
Xilenos (soma) 0,05 12,5 25,0

Quadro 18- valores de referéncia para compostos arométicos (benzeno, tolueno, etilbenzeno e
xilenos) apresentados na Lista Holandesa 6530-3, para aguas considerando um solo com teor
de argila de 25 % e 10% de matéria organica. Valores em concentracdo em peso seco (ug.L™?).

Fonte: adaptado de Lista Holandesa (6530)

Referenciando os valores de outros paises o Quadro 19 cita os valores

aplicados para controle de qualidade para os compostos monoaromaticos em agua.
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Pais/Localidade Critério Substancia (ug.L?)

Benzeno Tolueno | Xilenos

USA (EPA) Potabilidade 5 40 20
Canada (Groundwater | Potabilidade
Severe Contamination 5 100 60
Indicador). Quebec
Alemanha Valor-gatilho 1 NE NE
Consumo humano TrinkwV
Mai 2001 (BGBI. | Nr. 24 vom 1 NE NE

28.5. 2001 S. 959; 25.11.2003
S. 2304; 31.10.2006 S. 2407)

USA/ Connecticut Com base no risco 1 1400 10
Com base na protecao as aguas 1 1000 NE
subterraneas

Holanda Multifuncionalidade 30 1000 70

NE — néo estabelecido.

Quadro 19- Valores de referéncia internacional para BTEX em aguas.
Fonte: adaptado CESTEB, 2001 (Relatério de estabelecimento de valores orientadores para
solos e dguas subterraneas no estado de S&o Paulo, 2001).

3.5 ESTUDOS RELACIONADOS A PRESENCA E TOXICIDADE DE BTEX

Conforme Lista Holandesa um ambiente aquatico € considerado limpo e
adequado quando os BTEX estdo em concentracdo de até 0,2 pg.Lt. De acordo
com Silva et al. (2002), as concentragcdes de BTEX encontradas num aquifero
contaminado com gasolina em Itaguai-RJ foram de 800 pg.L! para o benzeno, 600
ug.Lt para o tolueno e 900 pg.Lt para o xileno. Kulkamp; Corseuil; Amorin (2002)
citam as concentragbes de BTEX encontradas num aquifero contaminado
simultaneamente com 6leo diesel e etanol como sendo de 4,9; 2,3; 0,5 e 4,2 mg.L™,
respectivamente.

Donaire (2005) determinou concentracdbes de BTEX encontradas em
amostras de agua subterranea coletada em S&o Vicente-SP e encontrou valores
médios de 6,3; 2,1; 3,1 e 2,7 mg.L* para benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno,
respectivamente. Em amostras coletadas de &agua subterranea da cidade de
Americana-SP, os valores encontrados para 0 mesmo grupo de compostos foram de
7,4;5,1;53e3,7mg.L

Headley et al. (2001), realizaram avaliacdo de grande niumero de amostras de
aguas subterrdneas contaminadas com BTE e também determinaram a toxicidade
empregarando a bactéria (V. fischeri), vertebrado (P. Pomelas), invertebrado (D.

magna) e semente de alface (L. sativa).
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No estudo realizado por Headley et al. (2001) os ensaios com vertebrados e
invertebrados mostraram sensibilidade em concentracdes baixas (menor que 0,1
mg.L 1), enquanto que para os ensaios com bactéria luminescente (sistema
microtox®) a sensibilidade foi acima de 0,1 mgL* de BTEX. A maioria das amostras
com concentracdoes entre 0 e 2,5 mg.L! de BTEX apresentaram inibicdo de 90% a
100% em Daphnia. Os niveis de BTEX entre 0,1 e 5 mg.L! apresentaram toxicidade
variavel (inibicdo de 30 a 70% da luminiscéncia), enquanto as amostras acima desse
valor foram altamente toxicas. Os autores afirmam, que apesar de niveis de BTEX
baixos néo terem demonstrado alta toxicidade, todo cuidado deve ser tomado uma
vez que dentro do grupo BTEX a toxicidade dos seus componentes individuaisé
variavel.

Tosato et al. (1993) testaram a toxicidade de tolueno empregando Daphnia
magna, e o valores de CL50(48h) foi em média de 30,8 pg.L™.

Herman; Inniss; Mayfield (1990) observaram o impacto de hidrocarbonetos
aromaticos volateis sobre o crescimento da alga Selenastrum capricornutum,
atualmente designada como Pseudokirchneriella subcapitata, e chegaram aos
resultados de CE50 para benzeno e tolueno, 41 mglL! e 94 mg.L?
respectivamente.

Donaire (2005) realizou trabalho visando o tratamento de agua contaminada
com gasolina. Os organismos testes foram Daphnia similis e a alga Selenastrum
capricornutum. Foram realizados ensaios com varias diluicdes a partir de BTEX com
145,6 pg.L* e a toxicidade para Daphnia similis com CE50-48 h foi a inibicdo entre
10,5-19% o que corresponde a faixa entre 1,5 — 2,8 pg.Lt. Nessas amostras a
concentracdo de benzeno era de 22,6 pg. L. Entretanto ndo foi possivel obter
resultados de toxicidade utilizando a alga apds 72 horas de incubacao, visto que a
amostra controle apresentou fluorescéncia no mesmo comprimento de onda de
excitacdo da alga (680 nm), invibializando a utilizacdo deste teste para esse tipo de
amostra.

Para organismos aquaticos concentracées de 1 mg.L! de compostos
monoaromaticos produzem efeitos téxicos agudos em algas, dafinideos e peixes
(US EPA, 2010). De acordo com Vieira (2004) os BTEX matam o meroplancton,
ictioplancton ou outros estagios de vida de organismos a eles expostos na coluna

d’agua, mesmo em concentragdes inferiores a 5 mg.L2.
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Alguns estudos cientificos relacionados com compostos monoaromaticos

estao apresentados nos Quadros 20-23.

Organismo teste

Duracao (h)

CL 50 (ug.L?Y)

Referéncia

Artemia salina (crustaceo) 24 127.325 Abernethy et al., 1986
Artemia sp (crustaceo) 48 97.800 MacLean; Doe, 1989
Asellus aquaticus (crustaceo) 48 120.000 Slooff, 1983
Ceriodaphnia dubia (crustéaceo) 24 18.400 Marchini et al., 1993
168 12.419 Niederlehner; Cairns; Smith, 1998
Chironomus thummi(artropode, Diptero) 48 100.000 Slooff, 1983
Corixa punctata (artropode, hemiptero) 48 48.000 Slooff, 1983
Platichthys flesus (peixe) 97 10.864 Furay ; Smith, 1995
Daphnia magna (crustaceo) 24 250.000 LeBlanc, 1980
48 200.000 LeBlanc, 1980
48 682.000 Eatmond; Booth; Lee, 1984
48 76.900 MacLean; Doe, 1989
48 400.000 Canton; Adema, 1978
Daphnia pulex (crustaceo) 96 15.000 Trucco et al., 1983
48 265.000 Canton; Adema, 1978
Daphnia cucullata (crustaceo) 48 356.000 Canton; Adema, 1978
Diaptomus forbesi (artrépode) 96 710.000 Saha; Konar, 1983
Gammarus fossarum (crustaceo) 120 58.000 Erben; Pisl, 1993
Gammarus pseudolimnaeus (crustaceo) 96 12.100 Brooke, 1987
Gammarus pulex (crustaceo) 48 42.000 Slooff, 1983
Hydra oligactis (cnidario) 48 34.000 Slooff et al., 1983
Ictalurus punctatus (peixe) 24 425.000 Mayer; Ellersieck, 1986
Katelysia opima (molusco) 24 225.000 Dange; Masurekar, 1984
Lepomis macrochiru (peixe) 24 400.000 Mayer; Ellersieck, 1986
Lymnaea stagnalis (molusco) 24 440.000 Slooff, 1982
48 230.000 Slooff et al., 1983
Mugil curema (peixe) 48 22.000 Correa ;Garcia, 1990
Oncorhynchus mykiss (peixe) 24 9.200 Mayer; Ellersieck, 1986
96 5.900 Galassi et al., 1988
Oncorhynchus gorbuscha (peixe) 96 4.628 Moles; Rice; Korn, 1979
Oryzias latipes (peixe) 24 74.000 Tsuji et al., 1986
Pimephales promelas (peixe) 168 14.010 Marchini et al., 1992
96 24.600 Geiger; Brooke; Call, 1990
Platichthys flesus (peixe) 97 10.864 Furay; Smith, 1995
Poecilia reticulata (peixe) 96 28.600 Galassi et al., 1988
Scylla serrata (crustaceo) 24 7.146 Rao et al., 1988

Quadro 20- Estudos cientificos sobre toxicidade do benzeno.




Organismo teste

Duracéo(h)

CL 50 (ug.L?Y)
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Referéncia

Americamysis Bahia (crustaceo)

72

4.000

Masten et al., 1994

Artemia salina (crustaceo) 24 11.326 Abernethy et al., 1986
Artemia sp (crustaceo) 48 8.780 MacLean; Doe, 1989
Ceriodaphnia dubia (crustaceo) 168 3.611 Neiderlehner et al., 1998
168 0,13* Tatarazako et al., 2002
168 0,06** Tatarazako et al., 2002
Daphnia magna (crustaceo) 24 77.000 LeBlanc, 1980
48 75.000 LeBlanc, 1980
48 18.400 MacLean; Doe, 1989
Gammarus pseudolimnaeus 96 1.940 Brooke, 1987
(crustéaceo)
Lepomis macrochirus (peixe) 24 169.000 Buccafusco; Ells; Leblanc,
1981
Menidia menidia (peixe) 24 7.000 Masten et al., 1994
Mypsidopsis bahia (crustaceo) 96 87.600 USEPA, 1978
Pimephales promelas (peixe) 96 9.090 Geiger; Brooke; Call, 1990
96 12.100 Geiger et al., 1986

Quadro 21 - Estudos cientificos sobre toxicidade do Etilbenzeno.
* Valores em CEO, **Valores em CENO

Organismo teste

CL50 (ug.L%)

Referéncia

Duracgéo (h)

Ceriodaphnia dubia (crustaceo) 168 3.409
1998
Ceriodaphnia dubia (crustaceo) 96 9.000 Marchini et al, 1993
Clarias lazera (peixe) 96 26.200 Ghazaly, 1991
Daphnia magna (crustaceo) 48 310.000 LeBlanc, 1980
Morone saxatilis (peixe) 96 6.398 Benville; Korn, 1977
Oncorhynchus mykiss (peixe) 96 5.800 Galassi et al., 1988
Pimephales promelas (peixe) 96 18.000 Devlin; Brammer; Puyear,
1982
96 25.000 Devlin, 1983
96 31.700 Geiger et al., 1990
96 9.390 Marchini et al, 1992
Pimephales promelas (peixe) 96 17.000 Marchini et al, 1993
Poecilia reticulata (peixe) 96 28.200 Galassi et al., 1988

Quadro 22 — Estudos cientificos sobre toxicidade do Tolueno.
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Artemia salina (crustaceo) 24 5,7 Calleja; Persoone; Geladi,
1994

Brachionus calyciflorus 24 9,2 Calleja; Persoone; Geladi,
P P 1994

(rotifero planctdnico)
Danio rerio (peixe) 48 20.000 Slooff, 1979
Lepomis macrochirus (peixe) 24 25.600 Bailey et al., 1985

Streptocephalus proboscideus 24 2,6 Calleja; Persoone; Geladi,

(crustéaceo) 1994

Quadro 23- Estudos cientificos sobre toxicidade do xileno.

Pelos dados mostrados nos quadros de 20 a 23, observa-se a grande
diferenca nas concentragbes de CL50 relacionados com hidrocarbonetos
monoaromaticos.

Correa e Garcia (1990) estudaram a intoxicacdo de peixes com benzeno, e
concluiram que o benzeno modifica a troca gasosa e tem influéncia na taxa de
respiracao e também sobre o ciclo de catabolismos da glicose.

Furay e Smith (1995) declaram que pouco se sabe sobre a ecotoxicidade de
benzenos clorados particularmente em peixes de importancia econémica mundial.
Em seu estudo com benzenos clorados utilizaram acetona destilada para solubilizar
0 benzeno em solucdo aquosa e sua metodologia foi OECD - guidelines for the
testing of chemicals; Fish Acute Toxicity Tests. (OECD, 1981). Com o uso da
acetona a CL50 foi menor em comparacdo com os estudos de Correa e Garcia
(1990).

Mayer e Ellersieck (1986) empregaram metodologia baseada no no guia da
OECD (métodos europeus). Foi considerarado o valor tabelado da solubilidade dos
compostos em agua e realizado a extracdo liquido-liquido dos componentes em
estudo, provendo a eliminacédo da fase sobrenadante. Marchini et al. (1992) também
utilizou o equilibrio quimico como forma de solubilizac&o de solventes.

Tatarazako et al. (2002) usaram a metodologia USEPA, 1994 - Short-term
Methods for Estimating the Chronic Toxicity of Effluents and Receiving Waters to
Freshwater Organism, utilizando metanol em seus testes com solventes nao
misciveis em agua. Seus estudos sdo 0S mais recentes com monoaromaticos

utilizando Ceriodaphnia dubia, e seus resultados foram baseados na infertilidade.
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Calleja; Persoone; Geladi (1994) utilizaram crustdceos de agua doce para
seus estudos com xilenos, pois para esses cientistas 0 mais sensivel bioindicador
sdo os crustaceos principalmente a Daphnia magna. Em todos seus estudos séo
adeptos ao uso do TSK para célculos de CE50 e CL50.

Alguns estudos dos quadros 20 ao 23 nao foram possiveis evidenciar de
forma clara a estratégia de preparo das solugcbes contendo 0s solventes
monoaromaticos, a quantidade de organismos por solucdo teste e condicdes
ambientais impossibilitando as comparacdes dos dados encontrados.

Dos estudos encontrados os que mais se aproximam desse trabalho com
monoaromaticos com o uso de metanol sdo de Calleja Persoone; Geladi (1994) e
Tatarazako et al. (2002) que foram os dados mais baixos de CL50.

3.6 DADOS DISPONIVEIS NAS FICHAS DE SEGURANCA DE PRODUTOS
QUIMICOS (FISPQ)

De acordo com a ABNT NBR 16.725 (2011) € necessario dados de
informacfes de produtos quimicos para o fornecimento, assegurando a protecéao,
saude, seguranca e meio ambiente e que essas informacfes sejam de
conhecimento publico.

A Petrobras Distribuidora, por exemplo, elabora fichas de informacdo de
seguranca sobre produtos quimicos, em que constam dados como fabricacao,
promocao e aspectos que possam causar danos ao meio ambiente e a saude
humana. Pela ficha de seguranca da Petrobras BR 600 (2011) o tolueno produz uma
concentracgédo letal CL 50 de 6 ppm em Daphnia magna em exposicao de 48 horas.

Na ficha de seguranca FISPQ IN 0002 (2011) o etilbenzeno produz os
seguintes efeitos: CL50 (Fathead minnow) entre 12 - 96 mg.L* (96 h); EC50
(Photobacterim phosphoreum) de 9,68 ppm (30 min); EC50 (Daphnia magna) de 2,1
mg.L? (48 h), CL50 (Bahia shrimp) de 88 mg.L* (96 h); CL50 (Grass shrimp) entre
10 - 14 mg.Lt (24 h).

Conforme BRASKEM (2008) o xileno produz CL50 (96 h) — peixe (Fathead
minnow) de 16 mg.L? enquanto na FISPQ Numero 00037 da SOVEREIGN BRASIL
(2009) o xileno induz em diversos peixes entre 10 e 100 mg.L! de CL50 em 96

horas.
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Na ficha de seguranca da Petrobras (2011) é informado que os xilenos sdo
produtos toxicos para a vida aquatica mesmo em baixas concentragfes mais nao
informam os dados.

Conforme Petrovila (2008) os xilenos induzem os efeitos: CL50 peixes:
Rainbow trout em13,5 mg.L* em 96 horas. Fathead minnow 14 mg.L* por 1 hora;
42 mg.L' em 24-96 horas. Para o organismo Carassius auratus de 16,9 ppm em 96
horas. CL50 para ostras de 0,17 e 0,58 mg.L! para os isdbmeros orto e para,
respectivamente. CL50 Daphnia magna entre 100 e 1000 mg.L*. CL50 para Aedes
aegypti foi entre 13,9 mg.L* (larva) e até 22,4 mg.L? (adulto) - isdmero orto. Culturas
de algas verdes como Microcystis aeruginosa e Scenedesmus quadricauda expostas
a xilenos tém reducdo na multiplicacdo celular em concentracdes 200 mg.L™.
Concentracdo de xileno de 3 mg.L* por 8 horas causa uma reducdo de 50% na
fotossintese. Protozoarios Chilomonas paramecium expostos ao xileno por um
periodo de 48 horas, tém reducdo na multiplicacdo celular em concentracbes
menores de 80 mg.Lt. Uma concentracdo de 100 mg.L* de xilenos é téxica para
plantas das espécies Elodea canadensis, Potamogeton nodosus e pectinatus.
Culturas de bactéria Pseudomonas putida expostas a xilenos tém reducdo na
multiplicacéo celular em concentracdes 200 mg.L.

Pela Emfal (2007) o xileno tem CL50 para humanos em 200 ppm e DL50 de
50 mg.kgt, DL50 em ratos entre 4.000-5000 mg.kg? e DL50 dérmica em coelhos >
1700 mg.kgt. Também informa que o xileno é toxico para a vida aquéatica mais ndo
traz referéncia de dados numeéricos.

Para o xileno conforme Bandeirante (2012), a substancia possui efeitos sobre
0s organismos aquaticos sendo CL50(96 h) — peixe (Fathead minnow) 16 mg.L™,
LC50(48h) — peixe (Golden orfe) 110 mg.L' e CL50(5min) — bactéria
(photobacterium phosphoreum) 16 ppm.

Para etilbenzeno conforme a Innova (2006), a substancia possui efeitos sobre
0S organismos aquaticos sendo CL50 — 96h (Bluegill sunfish, Goldfish, Fathead
minnow) entre 12 a 96 mg.L' para todos. Para bactéria (Photobacterium
phosphoreum) o CE50 é 2,1 mg.L? (30 minutos). Para Daphnia magna o CE50 (48h)
é 2,1 mg.L't e CL50 (96h) para Bahia shrimp é 88 mg.L* e CL50 (24h) para Grass
shrimp entre 10 a 14 mg.L™2.
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4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos deste trabalho foram realizados em pela autora no
Laboratério TECLAB Tecnologia em Analises Ambientais. A pesquisa experimental
foi dividida em trés etapas conforme Figura 8.

ETAPA 1
Estudos preliminares
De metanol como adjunto na
solubilizacdo dos solventes
\ 4
Testes de toxicidade Estimativa da
aguda e cronica do concentragao nas
metanol amostras do BTEX mix
ETAPA 2
Estabelecimento de cartas controle com testes
de sensibilidade
. I l
Daphnia magna Vibrio fischeri Desmodesmus
(dicromato de potassio) (sulfato de zinco) subspicatus
(sulfato de cobre)
ETAPA 3
Preparo de solu¢cbes com metanol:
- BTEX
- Benzeno
- Tolileno
Teste de toxicidade Teste de toxicidade Teste de toxicidade
Daphnia magna Vibrio fischeri D. subspicatus
Testes de
volatilizacao

Figura 8 — Fluxograma dos testes agudos e crénicos com Daphnia magna, Vibrio fischeri e
Desmodesmus subspicatus expostos aos hidrocarbonetos aromaticos.
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4.1 ESTUDOS PRELIMINARES PARA DETERMINACAO DA TOXICIDADE DE
METANOL EM AGUA

Para a preparacédo das solucdes aquosas de metanol foi utilizado reagente
comercial MERCK 1550509034, vencimento 31/07/15, pureza de 99,9%. Foram
preparadas solucdes estoques com concentragdo de 1000 mg.L! de metanol em
agua. A agua utilizada foi agua grau reagente MiliQ.

Para os ensaios de toxicidade aguda empregando a Daphnia magna foram
preparadas solugGes com concentracées de 0,1; 1; 10; 100; 500 e 1000 mg.L. Para
os testes de toxicidade aguda com a bactéria Vibrio fischeri foram preparadas as
solugbes: 10; 50; 70; 100; 120; 150 e 200 mg.Lt. Para a realizacdo dos testes de
toxicidade crénica com Desmodesmus subspicatus foram preparadas as solucoes
com concentracdo de 0,1; 1; 5; 10; 50; 100; 500; 1000 mg.L*. Os ensaios de

toxicidade foram realizados de acordo com metodologias citadas no Quadro 24.

Ensaio de Metodologia Método de determinacao Referéncia
Toxicidade descrita na
com Norma
Daphnia magna | ABNT NBR | Toxicidade aguda — Método de ensaio com ABNT
12713/2009 Daphnia spp (Crustaceo Cladocera). (2009)
V. fischeri ABNT NBR | Toxicidade aguda. Determinacdo do efeito inibitério ABNT

15411/2006 de amostras de agua sobre a emissdo de luz de (2006)
Vibrio fischeri (ensaio de bactéria luminescente).

Desmodesmus | ABNT NBR | Toxicidade cronica. Método de ensaio com algas ABNT
subspicatus 12648/2011 (Chlorophyceae). (2011)

Quadro 24 — Ensaios e metodologias empregados nos estudos de toxicidade.

4.2 PROCEDIMENTOS PARA PREPARO DAS AMOSTRAS DE BTEX

As solucbes testes de BTEX foram preparadas a partir de um padréo
comercial de BTEX — Mix da supelco SUPE-47993-EA: Padrdo BTEX 2000 mg.L*
em metanol. Esse padrdo contém 2000 mg.L'de benzeno, tolueno, etilbenzeno,
xileno (m, p), xileno (0) dissolvidos em metanol. A apresentacdo do produto € em
ampolas de 1 mL. O BTEX (Mix) foi diluido em agua grau reagente MiliQ e foi
preparado uma solucdo mée de 2000 pg.L? a partir da qual foram aliquotadas

solugdes para os ensaios de toxicidade e de volatilidade.
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4.3 PROCEDIMENTOS PARA PREPARO DAS AMOSTRAS DE BENZENO E
TOLUENO

Para solugcbes de tolueno foi utilizado reagente comercial MERCK K
41955325106, pureza de 99,9% e para as solugdes de benzeno MERCK - art.1783
5777, com validade até 2016 e pureza de 99,9%.

Na preparacao de solucdes aquosas de benzeno e tolueno foram utilizados
bal6es volumétricos de 100, 500 e 1000 mL. Para o preparo de cada solucéo foi
empregado agua grau reagente MiliQ. Inicialmente foi adicionada &gua
(aproximadamente 80% do volume do baldo), metanol 99,9% em concentragéo de
100 mg.L* e em seguida o hidrocarboneto (benzeno ou tolueno).

Os volumes de metanol, benzeno e tolueno foram transferidos empregando
micropipetas e no caso de volumes muito reduzidos foram utilizados microseringas.
Todo o processo foi realizado o mais breve possivel para reduzir perdas por
volatilizacdo. Para a realizagdo dos testes de toxicidade e de volatilidade foram
preparadas, minutos antes de cada procedimento, as solucdes listadas nas Tabelas
le?2.

Tabela 1 - Concentracdes preparadas para os testes de volatilizacdo e testes de toxicidade
aguda. Testes realizados em duplicata.

Ensaios Solucgédo teste  Volatilizac&o Teste preliminar Teste definitivo
(Mg.L™h (Mg.L™h (Mg.L™h
Daphnia BTEX (Mix) 250 25; 50; 70; 100; 200; 800; 900; 1000;
magna 400; 1000; 1500 1100; 1200; 1300;
1500
Benzeno 150, 250, 10; 100; 1000; 10000 50; 70; 100; 150;
500 250; 350
Tolueno 150, 250, 10; 50; 100; 150; 170;  50; 60; 70; 80; 100;
500 200 150
Vibrio fischeri BTEX (Mix) 250 10; 25; 50; 75; 100; 400; 450; 500; 550;
500; 1000 600
Benzeno 100 20; 100; 150; 200; 450; 500; 550; 600;
250; 500; 600. 650
Tolueno 100 200, 220; 250; 300; 200, 220; 250; 300;

350 350
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Tabela 2 - Concentragcdes preparada para os testes de volatilizac&o e testes de toxicidade
crénica. Testes realizados em triplicata.

Ensaios com Solucéo Volatilizag&o Teste 1 Teste 2
teste (Mg-L™) (Mg-L™) (Mg-L™)
Desmodesmus  BTEX (Mix) - 10; 50; 70; 100; 10; 50; 70; 100;
subspicatus em pg.Lt 200; 400; 1000 200; 400; 1000
Benzeno 100 10; 50; 100; 250; N&o foi realizado
em pg.Lt 500; 1000
150, 250, 500 e
Tolueno 5000 0,1; 1; 5; 10; 20; 50 2;5;6;7;8; 10
em mg.L?

4.4 ANALISES CROMATOGRAFICAS

4.4.1 Cromatografia gasosa — CG/FID.

A Cromatografia gasosa foi utilizada para caracterizacdo cromatografica das
solucbes teste BTEX-mix e nos estudos de volatilizacgdo dos mensurandos
BTEX(mix), benzeno e tolueno. O limite de quantificacdo do método utilizado foi de 1
Hg.L

A metodologia utilizada para as analises cromatograficas foi o EPA
METHOD 3810, Revisao 0, September, 1986 (USEPA, 1986). A técnica usada foi de
cromatografia gasosa com detector FID (flame ionization detector) com gas de
arraste nitrogénio e injecdo via hedspace manual para determinacdo das
concentragbes das solucdes em teste. Os gases usados foram o hidrogénio,
nitrogénio e ar sintético, com grau de pureza igual ou acima de 4.7.

O volume de amostra utilizada no ensaio cromatografico foi de (10 mL) foi
transferida para o frasco de Hedspace - vial de 20 mL com tampa rosca lacre - Part
Number: 5188-2759 - Agilent Technologies. Para concentracdes superiores as da
curva de calibracdo foram necessarias diluicbes da amostra. Apos adicdo da
amostra e fechamento, o vial foi mantido em estufa de 90°C por 1 hora para a
promocao do hedspace conforme o estabelecido pela metodologia utilizada. Apds a
retirada da estufa, com uma seringa foram aspiradas 500 microlitros do vapor e

injetado (Figura 9, Tabela 3).
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Tabela 3 - Condi¢gbes cromatograficas para determinagédo de BTEX via CG FID.

Equipamento Condicdes padronizadaspara andlises

Cromatografo HP 5890 série Il

Coluna DB 624 J&W SCIENTIFIC 30 m x 0,5 mm
FILM 3,0 um

Temperatura do Injetor: 220°C

Temperatura do detector: 250°C

Gas de arraste Nitrogénio 5.0

Rampa: Inicio de 40° C por 5 minutos

10° C.min* até 180°C
180°C por 5 minutos

Figura 9 - Cromatografo HP 5890 série Il (esquerda) e processo de injegcdo de amostra no
cromatografo (direita).
FONTE: TECLAB.

O padréao utilizado para o estabelecimento da curva de calibracdo foi da
ACCUSTANDARD CLP- BTEX-10X PAK 2 mg.mL* em metanol, padrdo ISO 34 e
acreditado 17025/2005.

Foi utilizado o programa PEAK instalado no cromatografo para identificar os
picos do cromatograma, sendo a sequéncia: 1 — metanol, 2- benzeno,3- tolueno, 4-
etilbenzeno, 5 m,p-xilenos e 6 o-xileno, 0 que corresponde a sequéncia analitica

convencional (Figura 10).
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Figura 10 — Exemplo de Cromatograma (CG/FID) onde o0s picos estdo representados nha
sequéncia 1 — metanol (tempo de retencdo 1,3 minutos), 2- benzeno (tempo de retencédo 4,9
minutos), 3- tolueno (tempo de retencdo 8 minutos), 4-etilbenzeno (tempo de retencdo 10,4
minutos), 5 - m,p xilenos (tempo de retencdo 10,8 minutos) e 6 o-xileno (tempo de retencéo
11,1 minutos)
FONTE: Autor

4.4.2 Cromatografia gasosa — CG MS/MS

Essa técnica foi utilizada para estudo da interferéncia da matriz com a
realizacdo de “spikes” nas matrizes: meio basico M4 (empregado nos ensaios com
Daphnia magna), pré-cultura e meio CHU (empregado nos ensaios com
Desmodesmus subspicatus), solucdo contendo meio de cultivo de Vibrio fischeri
salinizado. O limite de quantificacéo foi de 1 pg.L™.

A metodologia utilizada para o ensaio foi EPA METHOD 3810, Reviséo 0,
September, 1986 (USEPA, 1986). A técnica de cromatografia gasosa em detector
massa com gas de arraste hélio e a injecdo de vapor via hedspace realizada
empregando amostrador automatico GS sampler 80. Foi utilizado para o ensaio o
cromatografo Agilent Technologies 7890A — G3430A (Figura 11). O detector de
massa desse equipamento € o ION TRAP 220 GC/MS G3930A, com coluna
cromatografica VF-5ms Agilent Technologies part. No CP8944 — 30 x 0,25 x 0,39
mm, 0,25um. O volume de amostra utilizada foi de 10 mL e o frasco de Hedspace -
vial de 20 mL com tampa rosca lacre. Os dados obtidos foram gerados pelo

programa Workstation instalada no cromatografo.
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Figura 11 - Equipamento Cromatégrafo Agilent Technologies 7890A — G3430A

FONTE: TECLAB

O padrao utilizado para realizacdo da curva de calibragdo foi da
ACCUSTANDARD CLP- BTEX-10X PAK 2 mg.mL™! (benzeno, tolueno, etilbenzeno e

xilenos) em metanol. Esse padrdo é ISO 34 e acreditado 17025/2005. Um resumo

das condi¢cbes cromatograficas utilizadas esta apresentado da Tabela 4.

Tabela 4 - Condi¢cGes cromatograficas para determinacédo de BTEX via CG MS/MS

Cromatégrafo

Agilent Technologies 7890A, ION TRAP 220 GC/MS

Coluna

Temperatura do Injetor:
Temperatura do detector massa:
Gas de arraste

Manifold

Transferline

Rampa:

Volume de Injecéo

VF-5ms Agilent Technologies (dimensdes: 30 x 0,25 X
0,39 mm, 0,25um)

220°C

150° C

Héio 6.0

40°C

120°C

Inicio de 40° C por 5 minutos
10° C.min! até 180° C

180° C por 5 minutos

2000 pL

Um exemplo de cromatograma CG/MS para analise de BTEX-Mix em

metanol esta apresentado na Figura 12.
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Figura 12 - Cromatograma (CG/MS) onde os picos estdo representados na sequéncia 1 —
metanol, 2- benzeno,3- tolueno, 4-etilbenzeno, 5 -m,p xilenos e 6- o-xileno
FONTE: Autor

4.5 ENSAIOS DE TOXICIDADE AGUDA EMPREGANDO Daphnia magna

Os bioensaios foram executados de acordo com a Norma ABNT NBR
12713/09 — Ecotoxicologia aquatica — Toxicidade aguda — Método de ensaio com

Daphnia spp (Crustacea, Cladocera).

4.5.1 Cultivo e Manutencéao da Daphnia magna

Para o cultivo da Daphnia magna foi preparada uma agua de cultivo
composta por Meio Basico — M4 (solucbes preparadas conforme ANEXO A). O meio
M4, deve possuir sais essenciais caracteristicos da agua natural (Ca, Mg, K, Na) e
acrescentados de elementos tracos e vitaminas. A agua utilizada foi a 4gua mineral
marca Ouro fino®, isenta de téxicos como pesticidas e metais o que garante longas
gerac0Oes de dafinideos por muitos anos no laboratério.

Para execucdo de cada conjunto de experimentos a agua de cultivo foi
aerada por 24 horas. Os valores de dureza e pH foram analisados visando obter

198 mg.L'* CaCOs e pH 7,7+0,1, respectivamente.
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4.5.2 Ambiente de Cultivo de Daphnia magna

Os espécimes de Daphnia foram cultivados em ambientes com luminosidade
em torno de 1000 lux medidos com luximetro e fotoperiodo de 12 h regulados com
timer. Os recipientes eram fechados com parafilme e a temperatura da sala de
cultivo ficou na faixa de 18 a 22 °C. O cultivo foi mantido coberto, evitando qualquer
contaminacdo por agentes quimicos presentes no ar, como 0s aerodispersdides
(Figura 13).

Para a alimentacdo da Daphnia magna foram empregadas algas
unicelulares. A cultura de algas foi mantida em meio enriquecido, como o0 meio CHU
(ANEXO D). Na Figura 14 estdo apresentadas culturas de algas Desmodesmus
subspicatus empregada na alimentacdo de espécimes de Daphnia.

Figura 13 - Foto da area cultivo dos Figura 14 - Meio de cultivo em aeracéo de
cladéceros empregados (Daphnia magna). cutivos de D. subspicatus utilizadas como

) , alimento para Daphnia magna.
FONTE: Laboratorio TECLAB FONTE: Laborat6rio TECLAB

4.5.3 Procedimentos para a Realizacdo dos Testes com Daphnia magna

Para obtencdo dos organismos-teste 24 horas antes do ensaio as fémeas
ovigeras foram separadas e transferidas para outro recipiente com meio de cultura
fresco e depois da soltura dos neonatos os testes podem ser iniciados.

Antes do ensaio foram verificados os parametros de dureza da agua a ser
empregada nas diluicbes, pH e OD. Diariamente foi registrada a temperatura do

ambiente, que deve ficar entre 18 e 22°C.
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Para os bioensaios foram empregados béqueres de vidro com capacidade
de 100 mL. Foram realizadas exposicdes de 20 individuos jovens de Daphnia magna
no controle e nas diluicdes. Os organismos teste foram adicionados aos béqueres
com auxilio de uma pipeta de Pasteur evitando a transferéncia de agua, e por fim,
diminuindo a probabilidade de diluicdo dos padrdes preparados. Foram empregados
organismos jovens de até 24 horas de idade, obtidos a partir de fémeas com idade
entre 10 e 60 dias.

ApGs a transferéncia dos organismos para cada béquer, esses recipientes
de teste foram recobertos com filme de PVC e, em seguida, com papel aluminio.
Para todos os testes, o periodo de incubacdo foi de 48 horas e 0s organismos
permaneceram no escuro. ApOs 48h foi verificado efeito sobre a capacidade
natatoria dos organismos. Os ensaios foram realizados em duplicata.

O resumo das condi¢cbes dos testes agudos com Daphnia magna esta
apresentado no ANEXO B.

45.4 Teste de Sensibilidade para Daphnia magna

Foram realizados mensalmente testes de sensibilidade de acordo com as
normas ABNT-NBR 12713/2009 e I1SO 6341:1996 (USEPA, 1996).

Nos testes de sensibilidade foi utilizado dicromato de potassio reagente
comercial como substancia de referéncia com pureza de 99,9% ou superior e dentro
da validade. Para a realizacdo de cada controle foram realizados teste com
concentracdes variando de 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5 e 0,6 mg.L! de dicromato de

potassio a fim de obter o valor de CES0.

455 Teste de Volatizacdo nas Condi¢cGes do Teste com Daphnia magna

Para realizacéo dos testes de volatilizacdo foi incubado uma solucdo de BTEX
(mix) de 500 pg.L?, de benzeno 150, 250 e 500 ug. L e de tolueno 150, 250 e de
500 pg. L' nas mesmas condicbes que as amostras testes, sem adicdo de
espécimes de Daphnia. Apdés 48 horas a concentracdo foi mensurada por

cromatografia conforme descrito no item 4.4.
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45.6 Teste Exploratério para avaliacdo do efeito de benzeno ndo diluido em

metanol sobre Daphnia magna

Concomitantemente aos ensaios de volatilizacdo do benzeno, foi incluido
mais um teste de toxicidade aguda sobre Daphnia magna utilizando o benzeno
comercial. Para esse teste foi acrescentado aos béqueres de 100 mL contendo 20
espécimes de diferentes idades, aproximadamente 1 mL de benzeno comercial PA,
sem a adicdo de metanol para observacdes do comportamento dos organismos.

Esse teste visa a observacdo do comportamento dessa espécie quando o

ambiente ocorre uma degracao através do benzeno.

4.6 ENSAIOS DE TOXICIDADE AGUDA EMPREGANDO Vibrio fischeri

A metodologia para o ensaio de Vibrio fischeri empregada foi a descrita na
ABNT NBR 15411/2006 - Ecotoxicologia aquatica - Determinacéo do efeito inibitorio
de amostras de agua sobre a emissao de luz de Vibrio fischeri (ensaio de bactéria

luminescente).

4.6.1 Cultivo e Manutencéao de V. fischeri

Como organismos-teste foram utilizados cepa da espécie Vibrio fischeri da
linhagem NRRL B-11177 na forma congelada. As bactérias foram cultivadas
inicialmente em meio de cultura liquido e seguindo o procedimento descrito na
norma ABNT NBR 15411 (ABNT, 2006) foram congeladas e armazenadas em
temperaturas abaixo de -18° C. As cepas foram reconstituidas apenas no momento
de uso. A composicdo do meio liquido de cultivo e a solucdo crioprotetora estéo
descritos no ANEXO C2.

A seqgUéncia sucinta de preparacdo pode ser visualizada na Figura 15.
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Cepa liofilizada
comercial

10

e )
Cultura em meio liquido

(100 mL)
I iy
[ . \ . e
Procedimentos para Cultura em meio sélido
congelamento (cepa reserva)
- J
4 \
Congelamento
. J
e ~ N
Ressuspensao para
uso em testes
- J

Figura 15 — Fluxograma da sequéncia de preparacdo da cultura de V.fischeri.

Na Figura 16 pode ser observado as bactérias congeladas e em meio

sélido.

(A) (B) (©)
Figura 16 - (A) Solucdo de reconstituicdo para cepa congelada. (B) Ependorf contendo a

bactéria congelada. (C) cepa em meio agar-agar.
FONTE: Autor.

4.6.2 Procedimentos para a Realizacdo dos Testes com Vibrio fischeri

O principio do teste é determinar a inibicdo da emissédo da bioluminescencia
em culturas de Vibrio fischeri exposta por uma série de solugdes testes.
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O critério de avaliagdo do ensaio levou em conta o fator de correcéo que é a
medida das alteracdes da luminescéncia do controle durante o periodo de
exposicao. O fator de correcdo deve estar e entre 0,6 e 1,8. (ABNT, 2006).

De acordo com a norma I1SO 11.348 (ISO, 2007) o pH deve ser conduzido
com as caracteristicas da amostra, porém em caso de extrema acidez ou
alcalinidade, a norma 1SO 15411 (ABNT, 2006) recomenda que o pH da amostra
seja ajustado entre 6 a 8,5 com solucao de &cido cloridrico ou hidréxido de sodio.

A medicao de pH foi realizada antes do inicio do procedimento com
pHmetro Digimed, calibrado com solugbes de pH 4 e 7 da Inorganic Ventures,
acreditado 17025/05 e ISO 34. Nas solucbes testes nao foram necessarias
intervengdes. A salinidade foi medida com refratdmetro e as solu¢des necessitaram
de adicdo da solucdo de cloreto de sédio (20 g.Lt). O acréscimo da solucéo salina é
necessario para que mantenha um ambiente estavel para a Vibrio fischeri que é um
organismo de vida marinha.

Foram utilizados para o ensaio 200 uL da suspensao de bactérias, 200
uL da solucdo de cloreto de sbédio e 600 uL das solucbes preparadas de volateis
transferidas para os tubos reacionais incubados no termorreator a 15° C (Figura 17)
(ANBT, 2006).

Para a determinacdo da bioluminescéncia do teste foi utilizado

equipamento Lumistox® Dr Lange300 (Figura 18).

Figura 17 - Foto de amostras (ensaio com Figura 18 - Foto do Equipamento
Vibrio fischeri) sendo colocadas nas Lumistox® Dr Lange.
cubetas do termobloco a 15° C. FONTE: TECLAB

FONTE: TECLAB
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4.6.3 Teste de sensibilidade para Vibrio fischeri

Para aferir a sensibilidade dos organismos foram realizados testes de
sensibilidade de acordo com as normas ISO 11348:1 (2007) e ABNT-NBR 15411/06.
Nos testes de sensibilidade foi usada como substancia de referéncia zinco (Zn?*), na
forma de sulfato de zinco pentahidratado (ZnSO4.7H2-0) em concentragdes variando
de 1 a 3 mg.L* afim de obter o CE5O0.

4.6.4 Ensaio de Volatilizacdo nas Condi¢cdes do Teste com Vibrio fischeri

Para avaliar a possibilidade de perdas dos volateis foram realizados testes
empregando concentragdes de 100 ug.L* de benzeno e 100 pg.L! de tolueno nas
condicdes do teste, porém sem a cepas da bactéria Vibrio fischeri.

As solugdes preparadas foram distribuidas nos tubos reacionais e deixadas
no termobloco por 30 minutos. Apds esse tempo as amostras foram transferidas
para frascos de Hedspace, sendo necessarios 10 tubos para completar cada frasco
Headspace (10 mL). Foram realizadas determina¢des cromatograficas para verificar

a concentracao final dos monoaromaticos nas amostras conforme item 4.4.

4.7 ENSAIOS TOXICIDADE CRONICA EMPREGANDO Desmodesmus

subspicatus

A norma técnica utilizada como referéncia para realizacdo dos testes de
inibicdo do crescimento algal foi a ABNT 12648/2011 — Ecotoxicologia aquatica —
Toxicidade crénica — Método de ensaio com algas (Chlorophyceae).

Para todos os ensaios com Desmodesmus subspicatus o efeito avaliado foi
0 crescimento/desenvolvimento, sendo o tempo de ensaio de 96 horas. O teste
realizado sobre luminosidade acima de 4500 lux (medido através de luximetro THAL
300) e mantido sobre agitacdo constante em mesa agitadora orbital “shaker” da
Nova Etica. Um resumo das condicdes dos testes esta apresentado no Anexo E.

Em todos os testes foram utilizados como branco a agua grau reagente Mili Q.
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Os bioensaios foram realizados em ambiente com temperaturas entre 23 e
27° C monitoradas através de termdmetros e as leituras se basearam na medicédo
fluorimétrica de clorofila.

4.7.1 Manutengdo das Microalgas

A alga Desmodesmus subpicatus foi mantida em Meio CHU (ABNT, 2011)
na sala de cultivo com fotoperiodo de 12 horas em luminosidade acima de 4500 lux.

O meio CHU foi preparado e autoclavado a 121°C por 20 minutos em
erlenmeyer de 1000 mL e 2000 mL. Toda manipulacdo do meio CHU foi feita em
fluxo laminar para evitar contaminagoes.

Os repiques das algas foram realizadas para garantir que 3 dias antes do
ensaio o indculo utilizado no ensaio estivesse entre 10 a 10 ° cel.mL™.

Para ensaios medidos através da clorofila, pode ser realizada uma

comparacao entre clorofila x densidade de células algaceas conforme Figura 19.

O=MNWHODNLO

log conc celulas.mL-!

5 6 7 &8 9 10 11 12 13 14 15 16
Clorofila (ng.L™")

IS

Figura 19 — Grafico de valores de clorofila x densidade de células algaceas.

4.7.2 Procedimentos para Realizacdo dos Testes com D. subspicatus

Os recipientes de testes para o ensaio adotado foram erlenmeyers de 250
mL. Esses recipentes foram devidamente tampados com papel parafim® evitando a
evaporacao dos solventes durante os ensaios e também foram ser preenchidos
apenas até a metade.

Durante a incubacéo de 96 horas sédo agitados em mesa orbital entre 100 a
175 rpm.

Para os testes de toxicidade a solugcéo nutriente foi preparada a partir de
solugcdes estoques (Tabela 5), com ajuste de pH para 8,0 £0,5 com solugbes de

acido cloridrico ou hidroxido de sédio, autoclavado a 121° C por 15 minutos.
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Depois de esfriar a solucdo nutriente era adicionado aproximadamente 3g de
bicarbonato de sédio por litro de solucdo e promover aeracdo por 30 minutos. Essa
solucdo é necessaria para garantir a sobrevivéncia durante o periodo de incubacgéo
sendo adicionada no branco do teste e nas amostras testadas. (As solucbes
estoques para a convecgao dessa solucdo nutriente podem ser visualizadas no

anexo D).

Tabela 5 - Solucéo nutriente preparada a partir da solugcdo estoque de meios (valores a serem
adicionados para preparar 1 litro).

Solucgéo-estoque Volume
I 100mL
Il 10mL
" 10mL

Bicarbonato de sodio 3g

As diluicdes foram feitas com os seguintes volumes: 80 mL da solucao
padrdo de volateis, 10 mL da solucdo nutriente contendo bicarbonato e 10 mL do
inéculo. O controle negativo (branco) foi preparado com 80 mL de agua purificada,
10 mL da soluc¢éo contendo bicarbonato com nutrientes e 10 mL do inGculo.

Os erlenmeyer foram distribuidos de forma aleatéria no shaker para
minimizar eventuais diferencas espaciais de luminosidade e temperatura (Figura 21).
Todos os recipientes foram vedados com parafilm. Durante o tempo do ensaio (96h)
a temperatura ficou entre 24 a 26° C e a luminosidade mantida (média de 5.000 lux).

Nos testes de toxicidade cronica com D. subspicatus foi determinada a
inibicdo do crescimento algaceo medido pela diferenca de clorofila inicial e final em
relacdo aos valores médios do branco. As medidas foram realizadas no inicio do
teste e apds 96 horas. A fluorescéncia de clorofila in vivo € medida no fluorimetro em
comprimento de onda de 685 nm, sendo a cubeta utilizada propria para o

equipamento. O fluorimetro utilizado foi o Aquacfluor Turner (Figura 22).



Figura 20 - Agitador orbital com as )

amostras para Ensaio com a alga O €Nsa0.
Desmodesmus subspicatus.
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4.7.3 Teste de Sensibilidade para Desmodesmus subspicatus
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Figura 21 - Foto fluorimetro durante uso para

Foram realizados mensalmente ensaios de sensibilidade para aferir a

sensibilidade dos organismos. A substancia de referéncia utilizada foi o sulfato de

cobre penta-hidratado e para compor a carta-controle, solucbes de concentracdes

entre 0,5 e 3 mg.L! foram realizadas a fim de obter o CI50.

4.7.4 Volatizacdo nas Condi¢des do Teste com Desmodesmus subspicatus

Foram incubadas solucdes de hidrocarbonetos monoaromaticos (benzeno e

tolueno em metanol) de concentracfes selecionadas nas mesmas condi¢cdes do

teste de toxicidade crénica onde o indculo de alga foi substituido para agua grau

MiliQ. Apbés 96 horas, a concentracdo dos monoaromaticos foi mensurada por

cromatografia conforme item 4.4.

4.8 GARANTIA DE QUALIDADE

O controle de qualidade nos ensaios ecotoxicolégicos tem grande

importancia para assegurar a garantia dos resultados e da sensibilidade dos

organismos.

Alguns fatores ambientais podem ser facilmente controlados, tais como

temperatura e regimes de iluminacdo (RATTE et al., 2003).
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O garantia da qualidade do ensaio em ecotoxicologia leva em conta a
correta limpeza correta de vidrarias, da verificacdo da agua purificada utilizada para
as solucbes, da agua de cultivo, cartas controle dos testes de sensibilidade, o
controle de temperatura com fotoperiodo correto.

Para os ensaios foram empregados termdmetros, luximetros, vidrarias
volumétricas, balancas, pesos padrdes de calibracdo de balancas e micropipetas
todos calibrados na RBC. As micropipetas utilizadas para transferéncia de volumes
também sao verificadas periodicamente para avaliar a estabilidade entre as
calibracdes.

Para Daphnia magna a solucdo de biotina utilizada do meio de cultivo foi
estocada em freezer também controlada com termémetro calibrado na RBC. Para
garantir a correta execucao dos ensaios com Daphna magna é fundamental manter
as condicdes previstas nas normas, pois condicbes desfavoraveis, tais como
variacao fora do limite de temperatura, mudancas do fotoperiodo, excesso ou falta
de alimento e superpopulacéo, interferem na reproducéo favorecendo, muitas vezes
0 aparecimento de machos e consequentemente efipios. Foram garantidos durante
0 ensaios a dureza da agua, oxigénio dissolvido, e pH sendo medidos através de
pHmetro calibrado na RBC, oximetro calibrado nivel operador e fitas indicativas de
dureza e controle por titulagdo por complexiometria conforme APHA (2012).

Todo ambiente do laboratério foi mantido isento de odores (perfumes),
solucdes desinfetantes. Para evitar contaminacdo cruzada os materiais incluindo
toda vidraria e reagentes eram de uso exclusivo do setor de ecotoxicologia.

Esses mesmos cuidados foram seguidos durante a manipulacdo dos
organismos, evitando inclusive o uso de qualquer tipo de maquiagens, perfumes ou
outros aerodispersoéides. O uso de jaleco limpo e toucas foram obrigatdrios, bem
como a higiene das maos e limpeza dos pés.

Para o ensaio com bactérias luminescentes Vibrio fischeri foram levados em
conta os mesmos cuidados basicos com a higiene, limpeza, segregacdo e controle
de acordo com os procedimentos citados no ensaio de Daphnia magna. Os meios e
solucdes dos ensaios que necessitam ser autoclavados, o nanémetro que controla a
pressdo e temperatura € calibrado na RBC. As manipulacdes das bactérias para
estocagem em meio protetor de congelamento foram realizados em fluxo laminar.

O branco (controle negativo) foi empregado a cada rodada de teste, sendo o

mesmo utilizado para compor os calculos finais.
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Para o ensaio com algas Desmodesmus subspicatus foram considerados os
mesmos cuidados basicos com a higiene, limpeza, segregacédo e controle de acordo
com os procedimentos citados no ensaio de Daphnia magna.

Todas as solucbes do meio de cultivo utilizados no ensaio foram
autoclavados e toda manipulacdo das algas foram realizadas em fluxo laminar para
evitar as contaminagdes com fungos.

O cultivo de algas foi verificado ao microscopio 6ptico a cada repicagem
evitando, por exemplo, fungos observados pela presenca de esporos, também
visualizado células algaceas deformadas, ou contaminacdes por outras espécies.
Estoques de algas em meio sélido sdo importantes para repor quando necessario
novos lotes em meio liquido.

A garantia dos ensaios também foi assegurada empregando controles do
branco (controle negativo) sendo que no final do teste o valor do branco deve ser 16
vezes maior (em Uumero de células de algas em 72 horas) e a variacdo entre as
replicatas nao deve exceder a 20%.

A garantia da qualidade do ensaio de BTEX leva em conta a correta limpeza
de vidrarias e também a segregacao de todos os materiais do laboratorio, incluindo
micropipetas, reagentes e vidrarias.

Os padrbes utilizados para a calibragdo dos instrumentos sdo acreditados
pela NBR ISO 17025 e/ou ISO 34 que sao a garantia da qualidade dos materiais e
reagentes, mais conhecidos através do vocabulario VIM (vocabulario internacional
de metrologia) como materiais de referéncia certificados - MRC.

Outra forma de garantia da qualidade foi a participacdo em ensaios
interlaboratoriais realizados em provedores de proficiéncia acreditados pelo
CGGRE/INMETRO ou por outro 6rgao de reconhecimento mutuo.

Durante o periodo de realizacdo deste estudo, a autora como responsavel
técnica da TECLAB, participou de um interlaboratorial com a Rede Metrologica do
Rio Grande do Sul para o ensaio de BTEX, sendo que todos os resultados do
laboratério Teclab ficaram 100% conformes, com o grau maximo de exceléncia

nesse parametro.
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Também foram realizados rigorosos controles de qualidade, por exemplo,
branco de transporte de amostras, brancos de campos, duplicadas de amostras e
fortificagbes, pois o ensaio de BTEX no laboratério Teclab é acreditado NBR ISO
17025/2005, sendo obrigatério controle de qualidade devido aos requisitos
estabelecidos pelos procedimentos da CGCRE como, por exemplo, o NIT. DICLA.

057 e outros disponiveis no site do INMETRO.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 TOXICIDADE DO METANOL

Para definir o limite de adicdo de metanol que ndo causa efeito deletério aos
organismos testados e visando a solubilizacdo das solucbes de benzeno e tolueno
foi realizado estudo preliminar empregando o microcrustdceo Daphnia magna, a
bacteria Vibrio fischeri e a alga Desmodesmus subspicatus. Os resultados
mostraram que em concentracdes de até 100 mg.L* o metanol ndo influencia nos
testes, 0 que esta de acordo com Hutchinson et al. (2006) que estabeleceram um
limite de 79,2 mg.L™.

52 PRESENCA DE METANOL NAS SOLUCOES DE BTEX-MIX E NAS
SOLUCOES PREPARADAS

O padrdao de BTEX-mix adquirido comercialmente contém metanol para
promover a solubilidade dos solventes; no entanto, ndo ha informacao sobre sua
concentracdo. Para estimar a faixa de concentracdo de foi realizado estudo do
padrao BTEX-mix por cromatografia gasosa e os valores de area obtidos foram
comparados com valores de areas de metanol (média de trés determinacdes)
(Tabela 6). Com os resultados obtidos foi possivel estimar que a concentracdo de

metanol em BTEX-mix esta entre 10 e 50 mg.L™.

Tabela 6 — Valores de area cromatografica relacionada com concentracfes de BTEX-Mix e de
metanol em solu¢des aquosas.

Solucéo aquosa Concentracdo Area cromatografica Desvio Curva de referéncia

nominal metanol Padréao metanol
(valor médio)
BTEX-mix com 1500 5.810,33 513,16
metanol (ug.L?)
Solucao conhecida 100 18.139,26 115471 y :F?Z'O_nggl'?g"‘s
Metanol 50 13.276,25 388,67 ’

(mg.LY) 10 1.945,26 103,32
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Para a solubilizagdo dos hidrocarbonetos empregados neste trabalho (benzeno,
tolueno) foi empregado metanol. Essas solugbes foram estudadas empregando
cromatografia CG/FID e de acordo com dados obtidos € possivel confirmar que a
concentracdo de metanol presente nas solucdes preparadas (Tabela 7) foi inferior a
100 mg.L* para as maiores concentracGes de solucdo estoque empregadas.

Tabela 7 - Valores de area cromatografica relacionada com concentracdes de benzeno, tolueno
e metanol em solugcdes aquosas.

Solucédo aquosa Concentracdo Area cromatografica Desvios  Curvade referéncia

nominal metanol (valor metanol
médio)
Benzeno (ug.L™) 1000 17.820,63 505,90
Tolueno (ug.L?) 1000 17.009,55 90,18  y=0,0051x - 3,6581
Metanol 100 18.139,26 1154,71 R*=0,9313
(mg.L?) 50 13.276,25 288,67
1 145,26 103,32

5.3 INTERFERENTES NA MATRIZ

Os resultados dos testes cromatograficos, realizados empregando
cromatografia (CG/MS), do “spike” apresentaram recuperagdes entre 95 a 110%,
conforme Standard Methods (2012) valores em conformidade se encontram entre 80
a 120% de recuperacdes. Esse teste demonstra que os meios avaliados (meio M4,
meio CHU, pré-cultura, solucdes de Vibrio fischeri) ndo apresentaram interferéncia

na recuperacao dos hidrocarbonetos monoaromaticos.

5.4 ENSAIOS EMPREGANDO Daphnia magna

5.4.1 Carta de Sensibilidade

A Carta de Sensibilidade preparada a partir dos registros da avaliacdo da

sensibilidade da Daphnia magna esta apresentada na Figura 22.
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Figura 22 — Carta de sensibilidade de Daphnia magna empregando dicromato de potassio.

Analisando a figura acima, observa-se que na carta controle ndo ocorreu
dados tendenciosos (sete dados abaixo ou acima da linha média) e os valores se
encontram entre o desvio maximo aceitavel (dois desvios padrbes). Dessa forma o
organismo utilizado mostrou-se sensivel a substancia de referéncia viabilizando o
estudo.

Além da carta de sensibilidade durante toda a realizacdo do estudo nao foi
encontrado aparecimento de machos ou efipios, que sdo ovos de resisténcia que

indicam que as culturas ndo estdo em boas condicdes.
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5.4.2 Volatilizagcdo de Monoaromaticos nas Condi¢des Teste com D. magna

Nas Tabelas 8, 9 e 10 estédo apresentados os resultados da determinacéo de
volatilidade de solugéo aguosa de BTEX-Mix, benzeno e tolueno em metanol. Os
testes foram realizados em condi¢cées semelhantes ao teste com D. magna e 0s

desvios foram calculados com base na incerteza expandida do método (ANEXO H).

Tabela 8 — Resultados de determinacfes de concentracdo de solucdo aquosa de BTEX-Mix em
metanol. Valores iniciais e ap6s 48h em condicGes semelhantes ao teste com D.magna.

Concentracdo  Concentracéo

Parametro Substéancia Inicial Final Reducao (%)
(pg.L ) (pg.L )
Branco - <1 <1 -
BTEX-Mix 2 Benzeno 250+1,9 247 +1,8 1,2 +0,9
Tolueno 250+2,3 246 +2,3 1,6+1,4
Etilbenzeno 250+2.,4 240+ 2,4 4439
M,p xilenos 250+2,2 243+ 2,1 28124
O xileno 250+16,2 241 + 15,7 3,6 2,3
BTEX-Mix Benzeno 500+1,3 489,0+ 3,6 2,2+1,6
Tolueno 500+4,6 487,2+ 4,5 2,6 +2,3
Etilbenzeno 500+4,8 490,0+ 4,8 2,0+1,9
M,p xilenos 500+4,4 491,9+ 4,3 1,6+1,4
O xileno 500+32,4 481,6+ 31,3 3,7+2,4

Tabela 9 - Resultados de determinacdes de concentracfes de solucdo aquosa de benzeno em
metanol. Valores iniciais e apds 48h em condi¢cBes semelhantes ao teste com D.magna.

Concentracdo da amostra benzeno inicial benzeno final Reducéo de
preparada ( ug.L1) (Mg.L) (Mg.L) benzeno (%)
Branco <1,0 <1,0 -
150 150 £1,1 143+1,1 4,7+£3,5
250 250+ 1,9 244+1,8 2,419
500 500 £3,7 489 + 3,6 2,2+1,6

Tabela 10 - Resultados de determinagdes de concentra¢cdes de solucdo aguosa de tolueno em
metanol. Valores iniciais e ap6s 48h em condi¢cdes semelhantes ao teste com D.magna.

Concentracdo da amostra tolueno inicial tolueno final Reducéo de
preparada ( pug.L1) (Hg.L1) (Mg.L1) tolueno (%)
Branco <1,0 <1,0 -
150 150 +1,4 148+1,3 1,716
250 250+ 2,3 246+2,3 1,715

500 500 +4,6 488 £ 4,5 2,3+2,1
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De acordo com os resultados dos testes realizados se verifica que ocorreu
volatilizagdo entre 1,2 e 4,7%. Pelos testes realizados nas condigdes similares ao
teste com D. magna as perdas por volatilizacdo foram despreziveis.

Nos testes com D. magna os recipientes de teste (copo de Béquer de 100
mL) foram cobertos com parafim® e, uma vez que estavam completamente
preenchidos (volume das amostras igual a 100 mL) ficaram praticamente sem

espaco livre o que, provavelmente, dificultou a ocorréncia de headspace.

5.4.3 Ensaios de Toxicidade de Solu¢cdes Aquosas do BTEX-Mix em Metanol

Os resultados obtidos para os ensaios preliminares com as concentragoes
de 25 a 400 pg.L? ndo induziram toxicidade para o microcrustaceo Daphnia magna
(Figura 23). Ocorreu imobilidade de 15% e 100% dos organismos para as amostras
com concentracdes de 1000 e 1500 ug.L?, respectivamente.

Empregando o método TSK foi calculado a CE50, com limite de confianga de
95%, sendo EC50 = 1.109,16 pg.L!; limite de confianca inferior = 998,07 ug.L?;
limite de confianca superior = 1232,61 ug.L™.
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Figura 23 - Curva de concentracdo - resposta do ensaio de toxicidade aguda (48h) com
Daphnia magna para solucdo aquosa contendo BTEX teste preliminar com concentracdes de
de 25, 50, 75, 100, 150, 200, 400, 1000 e 1500 pg.L?.
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Com o objetivo de estabelecer uma curva com menor desvio foram
realizados ensaios com concentragdes variando de 800 a 1500 ug.Lt. Da mesma
forma que no teste preliminar, a partir de 1000 pg.L™* houve resposta do organimo
teste e a faixa de sensibilidade estd compreendida entre 1000 a 1500 ug.L. Valores
abaixo de 1000 pg.L! ndo induzem toxicidade e valores acima de 1500 pg.L?

promoveram incapacidade natatéria para todos os organismos testados (Tabela 11).

Tabela 11 — Valores obtidos com teste de toxicidade da Daphnia magna frente a BTEX.

BTEX Imobilidade Desvio padrao
(hg.L™) (%) (%)
Branco 0 0
800 0 0
900 0 0
1000 12,5 3,5
1100 30 0
1200 47,5 3,5
1300 70 +0
1500 100 +0

Empregando o método TSK foi calculado a CE50, com limite de confianca de
95%, sendo EC50 = 1.187,27 ug.L?; limite de confianca inferior = 1.142,4 ug.L™;
limite de confianca superior = 1.233,79 ug.L™.

Interessante observar que embora no teste preliminar apenas dois valores
empregados apresentassem toxicidade, o calculo empregado o método TSK
permitiu estimar valor de CE50 (1.109,16 pg.L?Y) proximo ao teste definitivo
(1.187,27 pg.Lt) o que esta de acordo com Aragéo; Araudjo, (2008) que afirmam que
valores de concentracdes efetivas e letais calculadas em relacdo a 50% dos
organismos proporcionam respostas mais reprodutiveis pois estdo na regiao central
da curva concentragao-resposta e livre das incertezas do efeito significativo do efeito
observado.

Valores de 1000 pg.L' BTEX sdo necessarios para produzir efeitos téxicos
agudos em organismos tais como algas, dafinideos e peixes 0 que esta de acordo
com o valor obtido (CE50) dos testes realizados com Daphnia magna de 1.187,27
ug.L (US EPA, 2010).
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Headley et al. (2001) verificaram que somente em concentracées de BTEX
maiores de 5 mg.L* induziram toxicidade para Daphnia magna.

O Departamento ambiental de Massachusetts (2007) publicou em sua tabela
ES-1 que o valor cronico de compostos na fracdo C6-C8 sdo de CL50 = 1.191 pg.L?
para um Log Kow de 2,82. Comparando com o quadro 1 todos os compostos BTEX
contém 6 carbonos e a média do Log Kow estd proximo de 2,8 e o resultado obtido

para o teste agudo foi muito proximo ao tabelado desse departamento ambiental.

5.4.4 Ensaios de Toxicidade de Solu¢cdes Aquosas de Benzeno em Metanol

No teste preliminar os resultados indicaram que as amostras de benzeno de
10 pg.L! ndo apresentaram toxicidade enquanto que para as amostras com

concentracdo de 100 pg.Lt houve imobilizacdo de 80% dos organismos (Tabela 12).

Tabela 12 - Dados obtidos com teste preliminar de toxicidade da Daphnia magna frente ao
benzeno.

Benzeno Imobilidade Desvio padrao
(hg.L™) (%) (%)
Branco 0 0

10 0 0

100 80 0
1000 87,5 +7
10000 100 +0
100000 100 +0

Pelo teste realizado em 100 pg.L* representou uma imobilidade maior que
50%, portanto, o teste definitivo foi preparado na faixa de concentracdo 50 a 350
ug.Lt, visando maior precisdo para o valor de CE50.

No teste definitivo com concentracdes de 50 a 350 pg.L™* foi observado que
um pequeno acréscimo no valor da concentragdo que proporcionava um rapido
aumento na porcentagem de individuos iméveis, demonstrando uma resposta mais

intensa do agente toxico (Tabela 13, Figura 24).
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Tabela 13 - Dados obtidos com teste final de Daphnia magna com benzeno.

Benzeno Imobilidade Desvio padréo
(Mg.L™h) (%) (%)
Branco 0 0
50 10 10
70 45 10
100 85 10
150 95 10
250 100 10
350 100 10

Empregando o método TSK verséo 1.5 foi calculada a CE50 para os valores

obtidos nos testes CE50: 73,23 pg.L? , limite de confianca inferior = 64,79 pg.L?; e

limite de confianca superior = 81,62 pg.L™.

100
90
80
70
60 -
50
40
30 -+
20 -+
10 ~

% Imobilidade

50 100 150
concentragao de benzeno (pg.L")

200

Figura 24 - Curva de concentracdo — resposta do ensaio de toxicidade aguda (48h) com
Daphnia magna para solucdo aquosa de benzeno em metanol (concentragdes de 50, 70, 100,

150 e 250 ug.L™?).

Vieira (2004) estudou a toxicidade aguda do benzeno sobre o microcrustaceo

marinho Metamysidopsis elongata atlantica. O resultado da CL50 (48h) para

benzeno foi 95,5 pg.L?, préxiimo do valor encontrado neste trabalho mesmo sendo

um bioindicador marinho e comparacdo com a Daphnia magna de agua doce.
Cientistas como LeBlanc (1980), Eatmond; Booth; Lee (1984), MacLean e

Doe, (1989), Canton e Adema (1978) realizaram estudo com Daphnia magna

utilizando o benzeno como agente toxico.
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Canton e Adema (1978) utilizaram Daphnia magna empregando um método
holandés de 1978 (Daphnia magna as test organism in acute and chronic toxicity
experiments). Nesse método os espécimes de daphnias eram avaliados por
tamanho (sem citar a questédo de idade). Os resultados de CL50 foram 400 mg.L™*
305 mg.L! e 373 mg.L ! para Daphnia magna, Daphnia pulex e Daphnia cucullata,
respectivamente.

LeBlanc (1980) realizou estudos com Daphnia magna utilizando o método
Methods for acute toxicity tests with fish, macroinvertebrates, and amphibians, com o
uso de trietilenoglicol, etanol e acetona para solubilizar o benzeno. Em seus testes
usou 15 espécimes de Daphnia para 2 litros de solucédo teste e na metodologia atual
€ utilizado 20 espécimes para 100 mL de solucao teste.

Os valores de CL50 determinados nesses estudos estdo muito acima dos
encontrados atualmente. Acredita-se que isso ocorra principalmente pela evolucéo
das metodologias e das garantias dos requisitos de competéncia e qualidade,
representados, por exemplo, pelas normas NBR ISO IEC 17025: 2001, revisada em
2005.

5.4.5 Ensaios de Toxicidade de Solu¢cdes Aquosas do Tolueno em Metanol

Para tolueno o teste preliminar foi realizado com concentracdes entre 10 a
200 pg.Lt. Valores de até 50 pg.L™* ndo provocaram imobilidade nos organismos e
para valores iguais ou superiores a 150 pg.L™? ocorreu imobilidade em 95-100% dos

organismos testados (Tabela 14).

Tabela 14 — Valores obtidos do teste de toxicidade da Daphnia magna frente ao tolueno.

Tolueno Imobilidade Desvio padrao
(ng.L?) valor médio (%)
Branco 0 0

10 0 0

50 10 0

100 67,5 3,5

150 92,5 3,5

170 100 0

200 100 0
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Empregando o método TSK foi calculado a CE50, com limite de confianga de

95% sendo EC50 = 75,30 pg.L! e limite de confianca inferior = 62,09 pg.L?; limite

de confianga superior = 91,32 ug.L ™.

No teste definitivo foi empregado concentragdes de 50 a 150 upg.L?. Os

resultados estéo na Tabela 15 e na Figura 26.

Tabela 15 - Valores obtidos do teste final de toxicidade da Daphnia magna frente ao tolueno.

Tolueno Imobilidade Desvio padréo
(ng.Lh) (valor médio) (%)
Branco 0 0
50 0 0
60 10 0
70 40 3,5
80 55 3,5
100 75 3,5
150 95 0

Empregando o método TSK foi calculado a CE50, com limite de confianca de

95% sendo EC50 = 81,58 pg.L* e limite de confianca inferior = 74,32 pg.L?; limite

de confianca superior = 89,56 ug.L .

100 -

% Imobilidade
= PN W G~ 0O
[ T e T e I e T e T e O o O e I o I |
1

e

0 20 40 60

concentragao de tolueno (ng.L")

140 160

Figura 25 - Curva de concentracdo — resposta do ensaio de toxicidade aguda (48h) com
Daphnia magna para solugdo aquosa de tolueno em metanol (concentracdes de 50, 60, 70, 80,

100 e 250 pg.L*).
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De acordo com NAGPAL (2007) “para proteger a vida aquética de agua
doce, a concentracdo maxima de tolueno néo deve superior a 0,5 ug.L? ; no entanto,
mais o usual devido a diversas dificuldades no contexto global, financeiro e politico &
a utilizacado de valores maiores”.

Tosato et al. (1993) testaram solucdes aquosas de tolueno com Daphnia
magna e os valores de CL50(48h) referente ao tolueno foram em média 33,4 ng.L?
e 30,8 pug.L!. A diferenca com os valores obtidos neste trabalho pode estar
relacionada com diferencas de metodologia. No relato dos autores, por exemplo, nédo
consta que eles tenham realizado a solubilizagdo do tolueno para preparar as
solucdes empregadas.

Black et al. (1982) estudaram o tolueno e determinaram o CL50 (9 dias)
utilizando o Rana pipiens e encontraram o valor de 390 pg.Lt. Também continuaram
estudos de morfologia de ovos de Oncorhynchus mykiss e acima de 5 nug.L?
verificaram que 1% dos ovos ficaram deformados. Determinaram também o CE50
com o efeito observado de deformacédo e teratogenese encontrando o valor de 16
ug.L .

Neste estudo a Daphnia magna foi considerada um Gtimo organismo teste
manipulacdo em laboratorio, além do tamanho dos neonatos ndo necessitando
grande acuracia visual do analista em comparado, por exemplo, com a Ceriodaphnia
dubia, reduz erros analiticos. Além desse fator, a reproducao € muito eficiente e em

poucos dias novas populacdes ja estdo prontas para um novo teste.

5.4.6 Resultados Obtidos em Comparacéo aos Valores Citados em Normas

5.4.6.1. Comparativo com CE50

Na Tabela 16 estdo apresentados os valores (resumo) de CE50 obtidos nos
ensaios definitivos com Daphnia magna. Os valores serdo comparados com 0S

dados normativos encontrados no Quadro 25.
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Tabela 16 — Valores de CE50 obtidos dos testes de BTEX, benzeno e tolueno dos testes
realizados com Daphnia magna.

BTEX Benzeno Tolueno

(Mg.L™) (Mg.L ™) (gL
CE50 1187,27 73,23 81,58
Limite de confianga inferior 1142, 04 64,49 74,32
Limite de confianga superior 1233,79 81,62 89,56

Comparando os resultados obtidos nos testes com BTEX, benzeno e
tolueno, observamos que as solu¢cdes de benzeno e tolueno apresentaram maior
toxicidade quando isolados do que em misturas, ocorrendo o antagonismo.

Realizando a soma dos compostos monoaromaticos BTEX das normas
estudadas, para fins apenas de comparacdo, € possivel observar que a Lista
Holandesa foi o valor que mais se aproximou do limite de intervencao (recomendado
a remediacdo de areas contaminadas) de 1.250 ug.L* do CE50 obtido nos testes. O
valor de alerta de 625 nug.L! também esta bem estabelecido, e é muito préximo da
metade do CE50 encontrado.

Para valores da CETESB 2005, Decreto 1190/04 valores industriais e do
CONAMA 420/2009 o valor maximo permitido (1.505 ng.L!) estd acima do valor
encontrado do CE50, o que pode ocasionar impactos ambientais significativos.

Para consumo humano tanto o CONAMA 396/2008 quanto a Portaria N.
2914/2011 permitem valores de tolueno maiores aos encontrados nesse estudo.

Para classes de agua conforme o CONAMA 357/2005 os valores de CE50
desse estudo sdo aproximadamente 3 vezes maior que o previsto nessa legislacdo o
gue garante o principio de prevenir a contaminacdo da Politica Nacional de Meio
Ambiente.

Para valores de descarte de efluentes conforme CONAMA 430/2011, o
CE50 obtido esta 4 vezes abaixo do valor normativo, portanto, o descarte de
efluentes em concentracées acima de 1.187 ug.L™! pode gerar impacto significativo a
50% dos dafinideos e valores de 4.840 ug.L™* proporcionam impacto em 100% dos
organismos. Salientando que o valor normativo também é baseado no fator de
dispersdo no corpo aquatico, conforme obrigatoriedade do empreendimento de
apresentar ao 6rgdo ambiental o estudo de capacidade do corpo receptor. Da

mesma forma ocorre para as demais substancias organicas testadas.
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Lista Decreto CET. CONAMA 396/2008 CONAMA | CONAMA PORTARIA CONAMA 357/2005:
Holandesa 1190/04 | 195/05 pg.L*? 420 /09 430/11 2914/2011 AGUAS DOCES
6530-3 Lt L1 L1 mg.L? L1 L1
COMPOS- B Mg Mg Hg g ng Mg
TOS He- ]
T I R/A | Ind. . Agua .
Irriga¢ | Recreag . Agua para
ICI CH | DA . . Subterréan | Efluentes C1 Cc2 C3 Cc4
ao ao consumo
S ea
Benzeno 15 30 5 30 5 5 10 5 1,2 5 5 5 5 NC
Tolueno 500 | 1000 | 170 | 1000 300 170 | 24 300 1,2 170 2,0 2,0 NC NC
Etilbenzeno | 75 150 | 150 | 200 700 | 200 | --- 700 0,84 200 90,0 90,0 NC NC
Xilenos 35 70 70 | 300 500 | 300 | --- 500 1,6 300 300,0 300,0 NC NC
Valor CE50 BTEX - estudo realizado com Daphnia magna 1.187,27 pg.L*?
Valor CE50 benzeno - estudo realizado com Daphnia magna 73,23 yg.L?
Valor CE50 tolueno - estudo realizado com Daphnia magna 81,58 ug.L*
NC: N&o consta DA: Dessedentacdo de Animais C =Classe Ind.: Industrial I: valor de intervencdo T: valor de alerta

R/A/C/S: RES/APA/Com/serv (Residencial/area de protecdo ambiental, comércio e servicos).

CET: CETES

Quadro 25 - Quadro resumo de Valores de Referéncia de diversas normas relacionados com hidrocarbonetos monoaromaticos

CH: consumo humano
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O Canadéa ja utiliza os ensaios de ecotoxicologia em seus valores de
referencia conforme guia Environment Canada (1990) usando Ceriodaphnia dubia,
Daphnia magna, Pimephales promelas, Vibrio fischeri, P. subicaptata, Pseudomonas
putida e V. Spirillum, zooplancton rotifero Brachionus rubens, peixe Oncarhynchus
myKkiss.

O benzeno conforme ACGIH (2000, 2003) é uma das substancias mais
toxicas catalogadas e hoje no Brasil inclusive esté proibido seu uso no ambiente de
trabalho devido seu potencial carcinogénico.

De acordo com a Lista Holandesa e Decreto 1190/04 valores acima de 30
ug.Lt em ambientes, necessitam de intervencdes para recuperacdo dessas areas
degradadas o que demonstra conformidade com os dados obtidos.

Realizando a soma dos compostos monoaromaticos BTEX das normas
estudadas conseguimos observar que a norma dos EUA e do Canada estdo mais
restritivas e com valores abaixo do valor do CE50 encontrado. As normas dos EUA
gue usam o critério de risco e protecdo e os valores da Holanda estdo bem préoximas
com o valor CESO0.

Para o benzeno, todas as normas citadas (Quadro 26) estdo em
conformidade com os resultados do CE50 obtido nos ensaios laboratoriais.

Pelo quadro 20, notamos que o valor da Alemanha € menor em comparado
com o Brasil, Canada e EUA, mais ndo consta valor maximo para tolueno.

Em relac&o ao tolueno, comparando o valor obtido do CE50 com os valores
de alerta e intervencao da lista holandesa, da CETESB 2005, do CONAMA 420/2009
notamos que o tolueno foi a substancia que mais discordou dos valores normativos
sendo que apenas as normas do CONAMA 357/05 e valores de dessendentacdo do
CONAMA 396/08 que coincidem com dados encontrados.

Para consumo de agua o valor maximo permitido de 200 pg.L?, estando
aproximadamente duas vezes maior que o CE50 encontrado. Os valores maximos
das legislacGes para consumo se baseiam no fator do risco e em comparacdes com
organismos com taxionomia mais préximos aos humanos como coelhos e ratos,
visualizado nas fichas de informacfes de produtos quimicos, por exemplo, FISPQ-15
da Petrovila (2007) o valor do DL50 é de 5000 mg.kg?, e pela ficha BR600 o valor do
CL50 é de 636 ppm da Petrobras (2011).
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Pelos testes realizados concentracdes acima de 50 pg.L? jA promovem
algum efeito aos organismos testados e pelos valores maximos das classes de agua
doce do CONAMA 357/05 de 2 ug.L*! estdo 40 vezes abaixo do encontrado, assim
podemos concluir que, para aguas superficiais no Brasil ocorre a protecéo a flora e
fauna aquatica.

Comparando o valor obtido do CE50 e o valor maximo permitido de tolueno
para potabilidade no EUA de 40 pg.L! demonstra que o valor estd abaixo do
encontrado. Na norma Brasileira o valor maximo permitido para o tolueno é de 170
ug.Lt e para o Canada quando o valor atinge 100 pg.L* ja indica uma contaminacgéo
severa. O valor de referéncia conforme CCMTR (1999), para consumo, € de 2,0
ug.L .

Este estudo demonstrou que os valores de benzeno e tolueno pelo
CONAMA 357/05 estdo adequados para os hidrocarbonetos testados. Para o valor
de descarte de efluentes em corpos receptores conforme CONAMA 430/11 é
recomendado a avaliacdo dos valores maximos permitidos a fim de garantir a
protecdo aquatica. Para o consumo de agua, o adequado seria acompanhar o

mesmo valor do CONAMA 357/05 classe de agua doce 2.

5.4.6.2. Comparativo com CEO e CENO

Utilizando ferramentas estatisticas de regressdao linear (Programa
STATISTICA 6.0 — Statsoft ) - foi possivel delinear a faixa de efeito observado nos
organismos de Daphnia magna.

Para os hidrocarbonetos BTEX o CEO (10%) calculado esta proximo a 987
ug.L1(R?=0,9467) e o CENO é de 900 pg.L™.

Para benzeno o CEO (10%) de 50 pg.L*e CENO de 10 pg.L?, enquanto que
para o tolueno CEO (10%) de 60 ug.L*e CENO de 50 pg.L™.

O valor do CENO ¢é o valor em que nao foi observado efeito toxico sobre os
organismos testados, e comparando com os valores tabelados de BTEX com as
normas do Quadro 25 as legislacfes que promovem a melhor protecdo ambiental é
a Lista Holandesa (valores de tolerancia), o decreto 1190/04 para areas de protecao
ambiental, areas agricolas e residenciais; os valores do CONAMA 396/08 e Portaria
N.2914/11 para o uso para consumo humano e os valores das classes de agua 1 e 2
do CONAMA 357/05.
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O valor de CEO na qual foi observado efeito significativo em 10% dos
organismos testados verifica que valores de BTEX do CONAMA 430/11, CETSB/05,
Decreto 1190/04 para atividade industrial, Lista Holandesa para Intervencao e
CONAMA 420/09 estao acima do valor encontrado.

Para o benzeno verificando o valor de CENO de 10 pg.L*e CEO de 50 pg.L-
1 as normas do CONAMA 357/05, Portaria N. 2914/11 e CONAMA 396/08 para
consumo de agua, CONAMA 420/09 sdo de 5 pg.L? o que corresponde a metade
do valor do CENO e cinco vezes menor do CEO encontrado, promovendo a
protecdo ao consumo e ao meio ambiente. O CONAMA 430/11 estipula valor de
1.200 pg.Lt sendo 120 vezes maior que o CENO e 24 vezes maior que o CEO
encontrado. Para atingir, por exemplo, o valor de referéncia do CONAMA 357/05 das
classes de agua doce 2 e 3, 0 corpo receptor devera ter a capacidade de diluicdo de
240 vezes.

Para o tolueno verificando o valor de CENO de 50 ug.Lte CEO de 60 pg.L?
apenas o0 CONAMA 357/05 se encontra abaixo do CEO e do CENO e o valor do
CONAMA 396/08 para uso preponderante de dessedentacdo de animais. As demais
referéncias todas se encontram acima dos valores encontrados. O CONAMA 430/11
estipula valor maximo de tolueno de 1.200 pg.Lt sendo 24 vezes maior que o CENO
e 20 vezes maior que o CEO. Para atingir o valor de referéncia do CONAMA 357/05
das classes de agua doce 2 e 3, o corpo receptor devera ter a capacidade de
diluicdo de 600 vezes.

Com essas bases de célculo devemos extrapolar o que ocorre em
lancamentos de efluentes em corpos receptores e observar a real necessidade de
integrar a ecotoxicologia aliada nas questdes ambientais para prevenir impactos

ambientais nos niveis tréficos da cadeia alimentar aquatica.

5.4.7 Estudo Exploratério de benzeno em Espécimes de Daphnia

Os testes foram realizados para verificar a hipétese de incorporacdo do

benzeno pelos espécimes de Daphnia. Os resultados estdo na Tabela 17.
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Tabela 17 - Resultados do teste de acumulagdo de benzeno com Daphnia magna

Espécimes de Concentracéo Concentracéo Reducéo por Reducéo total
Daphnias inicial ApoGs 48h volatilizag&o (%)
(hg.LY) (g.L™) (%)
20 Zero <1,0 - -
Zero 500,0+4,0 476,5+3,5 4,7+0,3 -
20 500,0+4,0 395,0+2,9 - 21+0,8

A reducdo da concentracdo de benzeno em 21% pode ser atribuida aos
fendmenos de incorporacéo e de volatilizacdo da substancia. Estima-se que 16,3%
da concentracéo inicial podem ter incorporado nos espécimes testados.

Foram realizadas observacdes visuais do comportamento dos espécimes de
Daphnia durante o acréscimo de benzeno e realizadas observac6es microscépicas
em objetivas de 40X. ApoOs exposicao foram visualizados pequenos inchagos

internos na carapaca, conforme a figura 26.

Figura 26 — A esquerda: foto do microcrustaceo Daphnia magna apés exposicdo ao benzeno,
microscépio aumento 40x; a direita: foto de um espécime de Daphnia magna em periodo fértil
sem a exposicao de benzeno, microscopio aumento 40x.

Também foi observado que instantaneamente todos os espécimes de
Daphnia ficaram flutuando sobre a superficie da coluna de agua. A densidade dos
monoaromaticos é de aproximadamente 0,8 (quadro 1). Portanto, com a acumulacao
dos contaminantes na carapaca houve consequente alteracdo na densidade dos
organismos e, por isso, a tendéncia foi a flutuacao.

Ocorreu também a unido das carapacas como se 0 benzeno provocasse

uma forca de atracdo molecular e os ovos também foram deslocados (Figura 27).
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Figura 27 - Foto de Varios espécimes de Daphnia apds acréscimo de benzeno na agua de
cultivo, microscépio aumento 40X

Os mecanismos de toxicidade aguda BTEX para os organismos aquaticos
sdo pensados para incluir narcose inespecificas e alteracdes da permeabilidade das
membranas celulares, particularmente em as guelras (Meyerhoff, 1975, Morrow;
Gritz; Kirton, 1975), ambas as respostas podem ser atribuidas a absorcdo de BTEX
em membranas de lipidos ricos em células, causando inchaco da membrana e
eventualmente ruptura ou defeitos (Abernethy et al., 1986).

Conforme Choi et al. (1999) e Gibson (1984) os hidrocarbonetos podem se
fixar em toda a superficie de organismos vivos. Almeida (1974) destacou a questéo
da acumulacao de pesticidas em organismos, enquanto que Rand e Petrocelli (1985)
e Space e Hamelink (1985) relatam que quimicos penetram pelas mucosas, pele e
guelras. Alexander (1999) afirma que alguns compostos se acumulam nos tecidos
vegetais ou nas células.

De acordo com Cajaraville et al. (2000) a atividade de enzimas nos
organismos fazem que compostos xenobiodticos lipofilicos possam ser convertidos
em compostos mais hidrofilicos aumentando a sua solubilidade em agua e
consequentemente sua entrada e saida das células. Esses compostos facilmente
ficam bioacumulados nos tecidos ricos em lipidos de organismos marinhos. A
maioria dos compostos organicos apolares nao possui um modo especifico de
toxicidade, induzindo respostas téxicas, quando eles se acumulam nos lipidos dos
tecidos (em particular de membrana), causando narcose inespecifica (NEFF, 2002).

Com as observacdo realizadas é possivel avaliar alguns dos efeitos de
lancamento de monoaromaticos em coluna d’agua de rios, sobre os organismos
aquaticos. A preocupacdo ndo dever ser somente com grandes acidentes como
derramamentos de 6leo sobre o ecossistema aquatico, mas sobre toda contribuicdo
inclusive da fracdo do benzeno que nao evapora rapidamente e tende a ocosionar

aderéncia e acumulacdo nos organismos.
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5.5 ENSAIOS EMPREGANDO Vibrio fischeri

5.5.1 Carta de Sensibilidade da Bactéria Vibrio fischeri
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Figura 28 — Carta de sensibilidade de Vibrio fischeri empregando sulfato de zinco.

Pelos dados obtidos (Figura 28) pode ser observado que ndo ocorreram
dados tendenciosos (sete dados consecutivos de um lado da linha central) e que os
valores estéo entre os limites aceitaveis (dois desvios padrdes).

Tanto para a constru¢do da carta controle como para todos 0s outros testes
as culturas de bactérias foram avaliadas quanto a sua capacidade de emitir luz. Em
todos os ensaios o fator de correcdo ficou compreendido entre 0,6 e 1,8, valores
aceitaveis pelo método (ABNT, 2006).

Com a carta de sensibilidade e os requisitos de luminosidade emitida pela

bactéria os resultados dos testes sdo considerados aceitaveis.
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5.5.2 Volatilizagdo de Monoaromaticos nas Condi¢des Teste com V. fischeri

Para testar a volatilizacdo de solugdes aquosas de BTEX-mix, benzeno e
tolueno em metanol foram realizados ensaios simulando teste de toxicidade com
Vibrio fischeri (Tabelas 18 e 19).

Tabela 18 - Valores obtidos no teste de volatilizac&éo de solu¢cdes de BTEX-mix nas condi¢des
teste de Vibrio fischeri (30 minutos).

Parametro Substancia Concentracdo  Concentracéo Reducéo
avaliada Inicial Final (%)
(pg-L™) (ng-L ™)
Branco BTEX <1 <1 -
Benzeno 250+1,9 166,7+ 1,2 33,3125
BTEX-Mix Tolueno 250+2,3 152,6+1,4 39,00+3,6
Etilbenzeno 250+2,4 25,8 +0,2 89,748,7
m,p xilenos 250+2,2 1858+ 1,7 25,7+2,3
o xileno 250+16,3 182,4 +11,9 27,043

As reducdes de concentracdo representam perdas da concentracdo de
componentes da amostra, e no caso do BTEX-Mix, significam também alteracfes do
potencial toxico da amostra. Importante ressaltar que nos estudos de volatilizacao
ocrreu alteracdo das proporcdes dos componentes do BTEX-Mix, que no inicio
apresentava concentracao de 250ug.L* para cada componente e no final do teste essa
proporcao foi alterada para (0,67; 0,59; 0,04; 0,74; 0,73), o que pode alterar

completamente o sinergismo da mistura.

Tabela 19 — Valores obtidos com o teste de volatilizacdo de solucdo aguosa de benzeno em
metanol e de solugdo aquosa de tolueno em metanol nas condi¢cdes dos testes com Vibrio
fischeri.

Amostras Concentragéo Concentracéao Reducéo

preparadas Inicial (ug.L™?) Final (ug.L™) (%)
Benzeno 100,0 +7,4 58,0 £+ 4,3 42,0+£3,1
Tolueno 100,0+ 9,2 78,9+7,3 21,1+1,5

A grande propor¢cdo de volatilizacdo dos hidrocarbonetos monoaromaticos
nesse tipo de teste pode ocorrer principalmente devido ao processo de
homogenizacdo inicial da amostra realizado por trapeamento utilizando a

micropipeta e pela exposicao do teste ser em tubo aberto.
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Por esses resultados as perdas de volateis sé@o significativas, o que dificulta
uma real avaliacdo do potencial toxico dessas substancias para a bactéria Vibrio
fischeri. Outro inconveniente do teste com Vibrio fisheri € a necessidade de
salinizacdo da amostra antes dos testes. Essas alteracdes das condi¢des iniciais
das amostras afetam qualidade do ensaio, pois ocorre a alteracdo em todo equilibrio
osmdético do analito.

O acréscimo de cloreto de sédio nas amostras de compostos volateis foi
apenas investigado no teste de interferéncia de matriz, mais pelas propriedades
coligativas a vaporizacdo diminui com o acréscimo de substancias ndo volateis
(efeito tonoscoépico) e solugbes mais concentradas possui menor pressao de vapor
maior ponto de ebulicdo (efeito ebulioscépico).

O cloreto de sodio é hidrofilico e quando se dissolve forma os ions Na* e CI
gue provocam uma interacdo quimica entre as moléculas que se atraem ou se
repelem entre si, ocorrendo a quebra ou formacéo de ligagbes quimicas. O cloreto
de sodio altera a condutividade elétrica que envolve a passagem, através de um
meio, de particulas carregadas eletricamente.

A volatilizacdo do benzeno foi superior a de tolueno para solucdes isoladas e

o etilbenzeno quando se encontra em mix foi 0 mais volatil.

5.5.3 Ensaios de Toxicidade Aguda de Solucbes Aquosas do BTEX-Mix em

Metanol

Foram realizados um conjunto de ensaios com concentracdo de entre 10 a

1000 pg.Lt como teste preliminar (Tabela 20).

Tabela 20 - Dados obtidos com teste preliminar de toxicidade de V. fischeri frente a BTEX.

BTEX Inibicdo Desvio
(ug.LY) luminescéncia (%) padréo
0 0 0
10 0 0
25 0,75 0,35
50 3,01 0,28
75 5,58 1,13
100 6,19 0,49
500 61,49 0,28

1000 89,71 0,14
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Pelos testes realizados somente acima de 500 pg.L! de BTEX ocorreu
inibicdo significativa (superior a 20%) e em 1000 pg.L? ocorreu inibicdo média de
89,7%. Empregando o método TSK foi calculado a CE50, com limite de confianca
de 95% foi CE50 = 344,25 ug.L! e limite inferior = 296,42 ug.L; e valor do limite
superior = 399,80 pg.L™.

Foi realizado um novo conjunto de testes de toxicidade de com Vibrio fischeri
com os valores préximos de 500 pg.L* regido na qual no teste preliminar inibiu 61,49

+ 0,28%. Os dados do novo teste estdo descritos na Tabela 21, Figura 30.

Tabela 21 - Dados obtidos com teste definitivo de toxicidade de V. fischeri frente a BTEX.

BTEX Inibicdo Devio Padréo
(ng.Lh) luminescéncia (%)
0 0 0
400 0,84 1,06
450 1,70 0,42
500 29,63 0,07
550 51,94 3,81
600 70,04 0,78

De acordo com os dados obtidos no segundo teste e comparando com o
teste preliminar na regido de 500 pg.L! o primeiro ensaio ocorreu inibicdo de
luminescéncia 61,49+0,28% e no segundo ensaio a inibicdo foi de 29,63+0,07%.
Esse conjunto de testes ndo apresentou reprodutibilidade para os primeitos valores
de inibicdo, no entanto, para CE50 (calculado no TSK ) os valores encontrados

foram semelhantes.
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Figura 29 - Curva de concentragdo - resposta do teste definitivo de toxicidade de V. fischeri

frente a BTEX.
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Empregando o método TSK foi calculado a CE50, com limite de confianca de
95% sendo CE50 = 546,36 ug.L com o limite inferior = 531,73 pg.L?; e valor do
limite superior = 561, 40 pg.L* A tabela 22 compara os dois resultados a do primeiro

e do segundo teste.

Tabela 22- Valores de CE50 de BTEX dos testes 1 e 2 com V. Fisher.

Primeiro Ensaio Segundo Ensaio
(hg.L ™) (hg.L™)
CE50 344,25 546,36
Limite de confianca inferior 296,42 531,73
Limite de confianca superior 399,80 561, 40

Pelos resultados é possivel observar que ndo houve reprodutibilidade nos
ensaios. Uma das formas de explicar a falta de repodutibilidade dos ensaios esta
relacionada com a volatilizacdo das amostras.

De acordo com Headley et al. (2000) niveis de BTEX abaixo de 5 mg.L! ndo
induzem toxicidade para Vibrio fischeri mas nesse estudo ndo foram observados as
guestdes de volatilidade. Testes para confirmacao foram realizados e demonstraram
gue apenas em valores de 15 e 25 mg.L* ocorreu efeito toxico e em concentracées
de 500 pg.Ltocorreu efeito significativo.

De acordo com o Neff (2002) a solubilidade na agua do mar € menor do que a
em agua doce por causa de salting out (solubilidade de compostos organicos
apolares diminui como o aumento das concentracfes de sais inorganicos) e o teste
com Vibrio fischeri é realizado em matriz contendo sais dissolvidos devido a
salinizacdo das amostras, causando alteracdes na qualidade do teste.

Pelos testes realizados, principalmente devido as altas taxas de volatilizacéo,
nao foram realizadas comparacfes dos resultados de CE50 obtidos com os valores

maximos permitidos das legislacdes.

5.5.4 Ensaios de Toxicidade Aguda de Solu¢des Aquosas do Benzeno em Metanol

Os resultados do teste preliminar realizado com um conjunto de ensaios com
concentracdes de 20, 100, 150, 200, 250, 500 e 600 pg.L?, estdo apresentados na
Tabela 23, Figura 31).
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Tabela 23- Teste preliminar empregando Vibrio fischeri para determinar curva
concentracdo — resposta do benzeno.

Benzeno . . A Desvio padrao
Inibigcdo luminescéncia (%) P

(gL (%)
0 0 0
20 0 0

100 0,33 0,42
150 3,26 0,46
200 8,01 1,14
250 10,1 1,40
500 38,5 5,40
600 80,15 2,71
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Figura 30 - Curva concentracdo - resposta teste preliminar de toxicidade de V. fischeri frente
ao benzeno.

Com os valores da Tabela 23 e empregando o método TSK foi calculado a
CE50, com limite de confianca de 95% sendo CE50 =498,49 ug.L* e limite inferior
= 460,07 pg.L?; e valor do limite superior = 540,12 pg.L™.

Apbs definir a faixa de concentracdo a ser utilizada no teste definitivo, foram
realizados trés conjuntos de testes empregando as concentracdes de 450, 500, 550,
600 e 650 pg.Lt. A realizacdo desses testes serviu como base para avaliacdo da
reprodutibilidade dos ensaios em solu¢cdes de benzeno que, anteriormente,
apresentaram volatilidade média de 40%.

Os resultados estao apresentados na Tabela 24 e Figura 32.



Tabela 24 - Dados obtidos com trés conjuntos de teste de toxicidade de V. fischeri frente a

benzeno.
B(enzLerl1)o Inibicdo de luminescéncia, desvio padréo (%)
Hg.L”
Teste 1 Teste 2 Teste 3
450 39,30+1,7 30,06+1,90 28,37+1,34
500 51,78+2,19 37,92+0,28 37,69+0,21
550 62,50+0,10 42,55+3,25 39,77+1,70
600 69,42+0,56 80,26+0,21 77,75+0,56
650 93,42+0,42 90,57+0,07 89,51+0,71
EC50 (ug.L?) 493,25 543,48 544,99
Limite inferior (95%) 467,43 524,72 527,68
Limite superior (95%) 520,51 562,91 562,86
Valores de CE50
600
Limite inferior
562,91 562,86
550 | 543 ‘”‘ 544,99 (95%)
520,5 4,72 527,68
200 493,25 Limite
467,43 superior(95%)
450
400 Linear (EC50
(ng.L-1) )
350
300 T |
1 2 3

Figura 31 — Representacdo dos valores obtidos para os testes com benzeno empregando
bactéria Vibrio fischeri.

Pela representacdo grafica dos testes verificamos que ocorre tendéncia e o
teste 1 foi o que apresentou menor reprodutibilidade em comparado com os testes
2 e 3, esse tipo de resultado é caracteristico na realizacdo de ensaio utilizando
Vibrio fischeri demonstrando que o bioensaio tém algumas dificuldades na

reproducao, precisdo e exatiddo analitica.

5.5.5 Ensaios de Toxicidade Aguda de Solu¢des Aquosas do Tolueno em Metanol

Os resultados dos ensaios de toxicidade Vibrio fischeri frente ao Tolueno nas

concentracdes de 10 a 200 pg.L* estdo apresentados na Tabela 25.
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Tabela 25 - Dados obtidos do ensaio preliminar de tolueno com Vibrio fischeri

Tolueno e . . Desvio padréao
Inibigcdo luminescéncia (%) P

(ug.L™) (%)
0 0 0
10 0 0
50 1,92 0,90

100 5,25 0,95
150 5,63 1,30
170 7,23 0,11
200 8,74 0,09

Pelos resultados obtidos no teste preliminar ndo ocorreu CE50 em nenhuma
das solucdes testadas. Foi realizado novos testes com tolueno em concentracbes
entre 200 a 300 pg.L? (Tabela 26, Figura 33).

Tabela 26 - Dados obtidos no segundo ensaio de tolueno com Vibrio fischeri

Tolueno Inibicdo luminescéncia Desvio padréo
(Mg-L?) (%) (%)
0 0 0
200 5,41 0,56
220 13,51 0,28
250 63,15 0,07
300 73,97 0,71

Com os valores da Tabela 26 e empregando o método TSK foi calculado a
CE50, com limite de confianca de 95% obtendo-se CE50 = 246,14 ug.L! e limite
inferior = 237,32 pg.Lt; e valor do limite superior = 255,28 pg.L*

100
20 -
80 A
70 A
60 1
50 -~
40 1
30 A
20 A
10 4

0

% Inibicdo de luminescéncia

0 50 100 150 200 250 300 350

concentracéo de tolueno (ng.L1)

Figura 32 - Curva concentracéo - resposta de toxicidade de V. fischeri frente ao tolueno

Pela curva de concentracdo — resposta apresentado podemos acompanhar a
resposta exponencial do organismo sobre o aumento da concentragdo do agente

toxico.
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Vieira (2004) relata o estudo da toxicidade aguda do tolueno sobre um
microcrustaceo marinho Metamysidopsis elongata atlantica, nesse estudo o
resultado da CL50 (48h) para tolueno foi 235,7 ug.L™.

Mesmo tendo sido obtidos resultados que demonstram a sensibilidade do
organismo teste, a volatilizacdo de 21% dificulta a realizacdo e recomentacao do
bioensaio com Vibrio fischeri, nas condi¢ées da metodologia empregada.

5.6 ENSAIOS DE TOXICIDADE CRONICA EMPREGANDO Desmodesmus.
subspicatus

5.6.1 Carta de Sensibilidade.

A Figura 33 mostra a carta de sensibilidade confeccionada a partir dos
resultados de 20 meses de acompanhamento da cepa de algas em laboratério.
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janeiro de 2011 a agosto de 2012

Figura 33 — Carta de sensibilidade para a alga Desmodesmus subspicatus utilizando sulfato de
cobre como substancia de referéncia.
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Plotando os dados obtidos nos testes mensais foi possivel verificar que os
valores atendem a wuma distribuicio de acordo com a Norma ABNT
12648/2011(ABTN, 2011) e estdo entre os limites maximos (¥2 desvios padrao).
Com esses resultados € possivel considerar que a cultura de algas utilizada atendia
as condicOes para ser empregada nos estudos de toxicidade cronica.

5.6.2 Volatilizacdo de Solucdes Aquosas de Benzeno e Tolueno em Metanol nas

CondigOes Teste com D. subspicatus

Concomitante ao bioensaio, foram realizados testes com benzeno e tolueno
para verificagao das volatilizagdes. Para o benzeno a concentragdo estudada de 100
+ 7,4 ng.L? sem a adicdo da alga, restaram 89 * 6,5 pg.L ! no final do perido de
exposicdo, representando uma reducdo de 11+ 0,81%. Para os estudo da
volatilizacdo com tolueno foram avaliadas 4 concentragbes e os resultados estdo

apresentados na Tabela 27.

Tabela 27 — Valores do teste de verificacdo da volatilidade do tolueno nas condi¢cdes similares
ao teste com Desmodesmus subspicatus.

Concentracdo Inicial Conventracdao final Reducéo (%)
(ug.L?) (ug.L?)
150,0+1,4 138,4+1,0 7,8+0,1
250,0+2,3 208,0+1,9 16,8+0,2
500,0+4,6 408,5+3,7 18,3+0,2
5000,0+46,0 3.858,3+39,4 23,0+0,2

Embora o testes de alga sejam conduzidos em recipientes cobertos,
ocorreram perdas de benzeno e de tolueno superiores as obtidas nos ensaios de
volatilizacdo para os testes com D. magna.

O teste com alga, além de ser conduzido por um periodo maior (96h), o uso
de erlenmeyers sob agitacdo constante, permitem também grande espaco para que
ocorra o equilibrio quimico entre as fases (liquida e ar), ocorrendo portanto a

volatilizacdo, conforme ilustrado na Figura 35.
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Figura 34 — Erlenmeyer e Becker utilizados para os testes com Desmodesmus subspicatus
(esquerda) e Daphnia magna (direita). Em A e B estdo indicaos espacos sem amostra onde
pode ocorrer “headspace”.

De acordo com Gschwend e MacFarlane, (1986) a evaporacdo €
guantitativamente a mais importante via de perdas de BTEX e em condicdes
naturais e o tempo de residéncia do BTEX na agua é de dias e em condicdes
turbulentas as perdas sdo mais rapidas, reduzindo significativamente esse tempo.

O ensaio através de agitacdo em mesa orbital pode ter contribuido para o
aumento de volatilizagdo. O que podemos notar em concentracfes maiores é
diretamente proporcional ao aumento de volatilizacdo do componente em estudo.

Com esses dados, o valor de volatilizacdo impede a realizacdo de

comparacao entre os valores maximos permitidos das legislacoes.

5.6.3 Ensaios de Toxicidade Cronica de Solucdes Aquosas do BTEX-Mix em

Metanol

Os resultados obtidos dos testes realizados com BTEX-mix mostraram que
ndo ocorreu inibicdo de crescimento das algas até a concentracdo de 1000 pg.L™.
Com esses resultados a alga Desmodesmus subspicatus ndo apresentou
sensibilidade nas concentragfes de mix BTEX estudadas.

O teste com BTEX foi repetido empregando uma nova cepa de alga obtido em
um centro de pesquisas (Cepa 2) e também ndo apresentou sensibilidade em até
1000 pg.L!, confirmando que as concentracdes estudadas ndo causam efeito
significativo nesse organismo teste. Os resultados dos ensaios com as duas cepas
(cepa 1 — TECLAB, cepa 2 — laboratério B) podem ser visualizadas no apéndice C.
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Herman et al. (1990) realizaram estudo de toxicidade com as substancias
xilenos (m, o, p) empregando Selenastrum capricornutum e n&o observaram
gualquer efeito sobre a alga, as concentragfes avaliadas de m—xileno, o-xileno e p-
xileno em 0,9 mg.L, 0,7 mg.Lte 1 mg.L?, respectivamente.

5.6.4 Ensaios de Toxicidade Cronica de Solugbes Aquosas do Benzeno em
Metanol
Na Tabela 28 estdo apresentados os resultados obtidos nos testes de

benzeno.
Tabela 28 — Valores dos testes realizados com as soluc¢8es de benzeno
Testes Média e desvio padréo % inibicéo
Concentracgéo (ug.L?) clorofila final (ug.L?) (média)
Branco 7,20 £ 0,22 Controle
10 7,73 +0,26 0
50 7,90 + 0,06 0
100 6,11+0,1 15,14
250 2,74 + 0,46 61,90
500 2,01 £ 0,03 73,20
1000 1,15+ 0,08 84,03

Plotando os dados através do programa CIP (US EPA 2002) para o calculo da
concentracdo de inibicdo 50% - Cl (50%) foi encontrado o valor de: 197,90 + 7,1
ug.Lt. Pelo grafico de concentracdo — resposta (Figura 36) pode ser observada a

tendéncia da inibicdo conforme o aumento da concentracdo do benzeno.
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Figura 35- Representacdo grafica concentracdo - resposta do benzeno em teste com
Desmodesmus subspicatus.

Na Figura 36 pode ser observado que a caracteristica da curva é

semenlhante a curva apresentada pela literatura (Figura 6) para toxicidade cronica.
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N&o foram localizados estudos ecotoxicologicos avaliando toxicidade de
hidrocarbonetos monoarométicos frente a algas Desmodesmus subspicatus
(Scenedesmus subspicatus, nome anterior).

Os resultados citados para as algas Pseudokirchneriella subcapitata tanto por
Herman et al. (1990) e quanto por Mayer et al. (2001) relatam que a toxicidade
encontrada, para benzeno, em CL50 foi de 41 mg.L! e de 8,3 mg.L?,
respectivamente. Em nenhum dos trabalhos era citado a solubilizagdo do benzeno

ou outro método que facilitasse o preparo da amostra.

5.6.5 Ensaios de Toxicidade Cronica de Solugbes Aquosas do Tolueno em Metanol

Os ensaios com tolueno foram realizados com a cepa do Laboratério Teclab
procedendo conforme ABNT. Na tabela 29 estédo descritas os resultados obtidos nos

testes do branco e os resultados com as solucdes de tolueno.

Tabela 29— Valores do teste 1 - bioensaio de tolueno com alga D. subspicatus

Testes Média e desvio padréo % inibicéo
Concentragdo (mg.L™) clorofila final (ug.L?) (média)
BRANCO 7,20 £ 0,22 Controle
0,1 9,84 £ 0,29 0
1 9,27 £ 0,16 0
5 6,32+ 0,17 12,22
10 4,07 £ 0,04 43,47
20 1,68 +0,43 76,67
50 1,77 £ 0,39 75,42

Plotando os dados através do programa US EPA 2002 para o célculo da
concentracdo de inibicdo Cl (50%) encontramos o valor de: 8,12 + 0,21 mg.L™.

Visando delinear uma segunda curva concentracdo-resposta com valores
mais préximos ao CE50 de 8 mg.L, um segundo teste foi realizado e os dados

estao na tabela 30.
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Tabela 30 - Valores do teste 2 - bioensaio de tolueno com alga D. subspicatus

Testes Média e desvio padréo % inibig&o
Concentrag&o (mg.LY) clorofila final (ug.L™?) (média)
Branco 12,30+ 4,1 Controle
2 11,20 £ 3,7 8,9
5 9,70+ 3,2 21,1
6 741+24 39,8
7 6,70+ 2,2 45,5
8 512+1,7 58,5
10 3,90+1,3 68,3

Plotando os dados através do programa CIP (US EPA 2002) para o célculo
da concentracéo de inibicdo - CI(50%) encontramos o valor de: 7,27 + 0,17 mg.L™.
Pelo grafico de dosa — resposta figura 36 podemos ver a tendéncia da inibicao

conforme o0 aumento da concentragcao do tolueno.
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Figura 36- Representacéo grafica concentragdo- respostado Tolueno

Os valores obtidos dos testes realizados com algas estdo descritos na tabela

31 para os trés bioensaios realizados.

Tabela 31 - Valores de CE50 obtidos dos testes de BTEX-mix, benzeno e tolueno dos testes
realizados com D. subspicatus.

Testes BTEX Benzeno Tolueno
(Mg. L") (Mg.L™) (mg.L™)

Teste 1 (cepa 1) > 1000 197,90+ 7,1 7,27+0,17

Teste 2 (cepa 2) > 1000 N&o realizado Né&o realizado

Da mesma forma que a Daphnia magna o benzeno isolado apresentou mais
toxicidade em comparado com a mistura de BTEX. Desta forma, podemos inferir que
para os compostos estudados, eles se apresentam mais toxicos isolados em relacdo

guando eles estdo combinados em misturas.
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Isso pode ocorrer devido ao antagonismo quimico, gerando competicdo
entre sitios de acao e por fim ndo ocorre acao téxica.

Alguns estudos, por exemplo, Pseudokirchneriella subcapitata realizado por
Halling-Srensen (2000) foram encontrados valores de CE50 de 1,38 mg.L™? para a
substancia Trimethoprim, Eguchi et al. (2004) econtrou CE50 de 80,3 mg.L! para a
mesma substancia e Robinson et al. (2005) econtrou CE50 de 5 mg.L? para a
substancia Flumequine. Isso demonstra que as algas respondem a diversas
substancias e a doses elevadas. Alguns cientistas buscam o potencial degradador
de algas em diversos poluentes persistentes.

Comparando o dado obtido de benzeno e tolueno com Herman et al. (1990)
com Pseudokirchneriella subcapitata o CE50 para benzeno e tolueno, 41 mg.L?! e
9,4 mg.L! respectivamente, o tolueno teve resultados bem préximos ao encontrado
nesse estudo. Para o benzeno, a alga Desmodesmus subspicatus é mais sensivel
em comparacao com a P. subcapitata.

De acordo com valores citados nas fichas de seguranca Scenedesmus
guadricauda expostas a xilenos tém reducdo na multiplicacdo celular em
concentracdes 200 mg.Lt e, em 3 mg.L? ,por 8 horas causa uma reducéo de 50%
na fotossintese. O xileno né&o foi testado separadamente mais possui peso molecular
bem préximo do tolueno que apresentou toxicidade em 7,27 mg.L™.

Hidrocarbonetos aromaticos volateis apresentaram um efeito sobre o
crescimento da alga Pseudokirchneriella subcapitata, apresentando uma CE50 para
benzeno e tolueno de 41 mg/L e 9,4 mg/L, respectivamente (Gamo et al., 2003).

Para os monoaromaticos estudados a alga Desmodesmus subspicatus foi
sensivel apenas em altas concentracdes, além de apresentar volatilizacdes
significativas, ndo sendo indicada para biomonitoramento ambiental de teste crénico
em efluentes descartados em corpo receptores, podendo ser substituido, por
exemplo, teste com Ceriodaphnia dubia.

Quando a metodologia para testes com alga Desmodesmus subspicatus sao
necessarios triplicata da amostra para reduzir desvios analiticos, sendo um teste
longo e manutencdes das algas no laboratério devem ser cautelosas para nao
ocorrer contaminacoes, leituras do teste final através de fluorimetria sdo rapidas
fazendo que todas as solucdes possam ser analisadas quase no mesmo momento,

0 que ndo acontece em contagem via microscopio.
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6 CONCLUSOES

O estudo em questéo foi importante para delinear as dificuldades quando se
trabalha com compostos volateis e a grande importancia de integrar valores fisicos e
guimicos com a ecotoxicologia. Alguns autores como, por exemplo, Vieira (2004), ja
manifestam sobre dificuldade de obter dados sobre a toxicidade com compostos
monoaromaticos, por isso a grande importancia do trabalho desenvolvido.

Foi possivel, contudo, comparar os valores normativos com os valores de
CE50 e CE10 obtidos para fomentar o estudo da ecotoxicologia a servico das
legislacbes ambientais e podemos perceber que muitas normas precisam evoluir na
mesma proporcado que ecotoxicologia cresce nas questdes de protecdo ambiental.
Para emissédo de efluentes em corpo receptor os valores maximos permitidos devem
ser avaliados sempre zelando por toda a ecologia do rio. Para consumo de agua o0s
valores maximos permitidos devem priorizar a saude e bem estar daqueles que a
consomem.

Os valores de referéncia no Brasil para estudo de passivo devem ser dividos
em valores de alerta e valores de intervencédo integrando também o estudo da
ecotoxicidade em diversos niveis troficos da cadeia alimentar para compor o
relatorio final de areas degradadas.

Para esse estudo a Daphnia magna foi considerada um 6timo organismo
teste devido a facilidade de execucado dos testes e aos resultados obtidos.

Para o teste com Vibrio fischeri e com Desmodesmus subspicatus os
monoaromaticos estudados comprometeram a reprodutibilidade. O teste com V.
fischeri embora seja um teste extremamente rapido o emprego de cubetas
reacionais em sistema aberto apresentaram grandes perdas por volatilizacdo
enquanto que para os ensaios empregando D. subspicatus o tempo prolongado e a
necessidade de agitacdo também foram os responsaveis pela volatilidade dos testes
e a reducdo de reprodutibilidade.

Pelo desenvolvimento desse estudo foi possivel concluir que dentre os
ensaios realizados o bioindicador indicado para os compostos estudados € o

microcrustaceo Daphnia magna.
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7 RECOMENDACOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Em funcé&o do trabalho realizado sédo apresentadas as recomendacdes para
realizacdes de estudo de toxicidade empregando hidrocarbonetos monoaromaticos.

e Para testes com Vibrio fischeri avaliar os tempos de exposi¢do de 5, 10 e 15
minutos e recobrir os tubos de ensaio para minimizar perdas;

e Avaliar a toxicidade de monoaromaticos empregando microcrustaceo
Ceriodaphnia dubia;

e Avaliar outros solventes para solubilizar os compostos monoaromaticos, a fim
de comparar e padronizar o mais aplicavel;

e Estudar a toxicidade dos compostos etilbenzeno e xilenos para ampliar o
conhecimento e discussdo sobre o sinergismo dos compostos BTEX em
misturas.

e Realizacdo de testes de genotoxicidade para os compostos estudados.
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ANEXO A

SOLUCOES TESTES DO CULTIVO DE Daphnia magna
Tabela Al - Soluges do meio basico — M4
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Concentracéo

~ 7z -1
Solugdo Reagente Formula por litro mL.L
1 Cloreto de célcio di-hidratado CacCl,  2H,0O 73,59 3,2
Sulfato de magnésio hepta-
2 hidratado MgSO,. 7H0O 123,39 0,8
3 Cloreto de potassio KCI 5,89 0,8
4 Bicarbonato de sédio NaHCO; 64,89 0,8
Tabela A2 - Solugdes estoque do meio de cultivo nutritivo
Solugdo Reagente Formula Concentracao por litro (mL.LY)
Cloreto de manganés tetra-hidratado ~ MnCl;.4H,0 7,219
Cloreto de litio LiCl 6,129
Cloreto de rubidio RbClI 1,429
5 Cloreto de estréncio hexa-hidratado SrCl,.6H,0 3,04g 01
Cloreto de cobre di-hidratado CuCl,.2H,0 0,335¢g
Cloreto de Zinco ZnCl, 0,269
Cloreto de Cobalto hexa-hidratado CoCl3.6H-0 0,20g
Nitrato de sédio NaNO; 0,548g
Acido bérico H3BO3 5,719g
Brometo de soédio NaBr 0,032g
6 Molibdato de sédio di-hidratado Na2Mo0O4.2H20  0,1269g 0.5
Metavanalato de amoénio NH4VO3 0,00115¢g
lodeto de potéssio Kl 0,0065¢g
Selenito de sédio NaSe,03 0,00438g
7 Silicato de sédio Na,SiO3 21,4759 0.2
Titriplex 1l EDTA 0,500g
8 Sulfato ferroso hepta-hidratado FeS04.7H0 0,199¢g 50
Ortofosfato di-hidrogenado de KH2PO4 0,2869g
9 potassio 05
Ortofosfato hidrogenado de Ky;HPO4 0,368g ’
dipotéssio
Hidrocloreto de tiamina 0,750g
Cianocobalamina (Vitamina B12) 0,0010g 0,1
10 Desgongelar
D(+) Biotina 0,00075g na hora

Meio de cultivo = meio basico + meio M4



ANEXO B1

RESUMO BIOENSAIOS COM com Daphnia magna.

Quadro B1 - Resumo dos bioensaios com Daphnia magna.

Requisitos

Espécie

Bioindicador

Daphnia magna

Tipo de ensaio

Estatico: 48 horas

Idade do organismo-teste

2 horas , maximo 26 horas

Agua de diluicdo

Agua reconstituida

Numero minimo de organismos por 20
diluicdes

Numero minimo de replicatas por Duas
diluicdo

Alimentacéao Nenhuma
Temperatura 18°C a22°C
Fotoperiodo Escuro
Efeito observado Imobilidade

Expressao dos resultados

CESO, FT ou téxico e nao toxico

Inibicdo a 10% em relacdo ao controle
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ANEXO C

SOLUCOES TESTES PARA VIBRIO FISCHERI

Tabelas C1 - Constituintes para o meio de cultivo liquido para Vibrio fischeri

concentracgdo por 1 litro

Reagente Formula q ~
e solucéo

Cloreto de sbdio NaCl 30g
Sulfato de magnésio

. M 7H 204
heptahidratado 9504, 7H20 0.2049
Fosfato de potassio dibasico
tri-hidratado KoHPO4. 3H20 2,759
Fosfato de sbédio mono-

. NaH2POa. 2H 1
hidratado aH2P0Os. 2Hz0 619
Di-Améniohidrogenofosfato [(NH4)2HPO4] 05¢9
Glicerol (glicerina liquida) 3mL
Peptona Bacteriologica 5¢
Extrato de Levedura 0,59

Tabelas C2 - Constituintes para solucéo crioprotetora
Reagente Férmula Concentragéo por 1 litro de solucéo
D(+) Glicose mono-hidratada  (CsH1206.H20) 669
Cloreto de Sédio NacCl 49
L-Histidina 29
Soro Albumina bovina 0,59

Tabela C3 - Solucéo para reconstituicdo de culturas frescas e desidratadas

Reagente Férmula Concentrag&o por 1 litro de solugéo
D(+) Glicose mono-hidratada  (CsH1206. H20) 89

Cloreto de Sédio NacCl 20g

Cloreto de magnésio hexa-

hidratado MgClz. 6H20 2,035¢g

Cloreto de potassio KCI 0,39

HEPES CsH18N204S 11,99




ANEXO D

MEIO DE CULTIVO CHU Desmodesmus subspicatus

Tabela D1 - Meio de cultivo (MEIO CHU) para Desmodesmus subspicatus.

136

Concentraca Volume
Solugdo  Reagente Formula o por 1 litro transferido
de solugdo (mL.LY
1 Nitrato de sodio NaNOs 259 10
2 Cloreto de célcio di-hidratado CaCl2.2H20 259 10
3 ﬁllé'::ttg o de magnesio hepta- o5 71,0 7,59 10
4 Fosfato de potassio dibasico K2HPO4 75 g 10
5 Fosfato de potassio monobésico KH2PO4 1759 10
6 Cloreto de sodio NaCl 2549 10
; Titriplex I SpoalNazOs . 1
Hidroxido de potassio KOH
8 Sulfato ferroso hepta-hidratado FeSO4. 7H20 4,98 g 1
9 Acido borico HsBOs 11,42 g 1
Sulfato de zinco hepta-hidratado ZnS0O4 . 7TH20 8,82 mg
Cloreto de manganés tetra-
10 hid'ratado | | MnClz . 4H20 1,44 mg 1
Oxido de Molibdénio MoOs 0,71 mg
Sulfato de cobre penta-hidratado CuSOs . 5H0 1,57 mg
Nitrato de Cobalto hexa-hidratado = Co(NOs). . 6H.0 0,49 mg

Tabela D2 - Solugbes estoque do meio nutriente

Solucéo | (Sais Nutrientes)

Reagente Férmula Concentragéo por litro
Cloreto de Ambnia NH4CI 159
Cloreto de magnésio hexa-hidratado MgCls . 6H20 12¢9
Cloreto de célcio di-hidratado CaClz . 2H20 18¢
Sulfato de magnésio hepta-hidratado MgSOs . 7TH20 159
Fosfato de potassio monobasico KH2PO4 0,16 g
Solugéo Il (Complexo Ferro)

Cloreto férrico hexa-hidratado FeCls . 6H20 80 mg
Titriplex Il Na:EDTA . 2H.0 100 mg
Solugéo Il (Micronutrientes)

Acido bérico HsBOs 185 mg
Cloreto de magnésio tetra-hidratado MnClz . 4H20 415 mg
Cloreto de zinco ZnClz 3mg
Cloreto de cobalto hexa-hidratado CoClz . 6H20 1,5mg
Cloreto de cobre di-hidratado CuClz . 2H20 0,01 mg
Molibdato de sédio di-hidratado NazMoOas . 2H20 7,0 mg
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ANEXO E

SOLUCAO NUTRIENTE E RESUMO DO TESTE DE Desmodesmus subspicatus

Quadro E1 - Resumo dos testes com Desmodesmus subspicatus.

Requisitos Condigoes

Tipo de ensaio Estético

Diluente Agua processada ou meio de cultura
In6culo Em fase exponencial
Numero de replicatas por Trés

diluicdo

Temperatura 23a?27°C

lluminacgéo Maior que 4.500 lux

Velocidade de agitacao

100 a 175 rpm

Tempo de exposicao

96 h

Efeito observado

Inibicdo de crescimento da biomassa

Expresséo dos resultados

FT, CENO, CEO, CI
Inibicdo a 20% em rela¢do ao controle




ANEXO F

RESUMO DOS TESTES COM Vibrio fischeri

Quadro F1 - Resumo dos testes com Vibrio fischeri

Requisitos

Espécie

Bioindicador

Vibrio fischeri

Tipo de ensaio

Estatico: 30 minutos

Numero minimo de replicatas por Duas
diluicdo
Temperatura 15° C

Efeito observado

Queda de emissao de luz

Expresséo dos resultados

CE50, CE20, FT, téxico e nao toxico

Inibicdo a 20% em relacdo ao controle
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ANEXO G

CEMA 70/2009 — PADROES PARA O LANGAMENTO DE EFLUENTES

1) Beneficiamento de mandioca

- processos com segregacdo de efluentes
concentrados)

- dguas de lavagem de mandioca

- processos sem segregacao de efluentes

(dgua de lavagem, agua vegetal e outros

Toxicidade aguda:

FTp para Daphnia magna: 8 (12,5%)
FTyipara Vibrio fischeri: 8 (12,5%)

2) Sucroalcoleira

Toxicidade aguda:

FTp para Daphnia magna: 8 (12,5%)
Fri para Vibrio fischeri: 8 (12,5%)

3) Laticinio

Toxicidade aguda:

FTp para Daphnia magna: 8 (12,5%)
FTyi para Vibrio fischeri: 8 (12,5%)

4) Curtume

Toxicidade aguda:

FTp para Daphnia magna: 8 (12,5%)
FTyi para Vibrio fischeri: 8 (12,5%)

Toxicidade cronica:

FT para Desmodesmus subspicatus: 8
(12,5%)

5) Frigorifico

Toxicidade aguda:

FTp para Daphnia magna: 8 (12,5%)
FTw para Vibrio fischeri: 8 (12,5%)

6) Tintura, Téxteis e lavanderia industrial

Toxicidade aguda:

FTp para Daphnia magna: 8 (12,5%)
FTwi para Vibrio fischeri: 8 (12,5%)

7) Extracdo e refino de 6leo de soja

Toxicidade aguda:

FTp para Daphnia magna: 8 (12,5%)
FTwi para Vibrio fischeri: 8 (12,5%)

8) Bebidas

Toxicidade aguda:

FTp para Daphnia magna: 8 (12,5%)
FTwi para Vibrio fischeri: 8 (12,5%)

9) Maltearia

Toxicidade aguda:

FTp para Daphnia magna: 8 (12,5%)
FTwi para Vibrio fischeri: 8 (12,5%)

10) Tratamento de superficie

Toxicidade aguda:

FTo para Daphnia magna: 16 (6,25%)
FTui para Vibrio fischeri: 8 (12,5%)

11)IndUstrias quimicas

Toxicidade aguda:

FTp para Daphnia magna: 8 (12,5%)
FTwi para Vibrio fischeri: 8 (12,5%)

Toxicidade cronica:

FT para Desmodesmus subspicatus: 8
(12,5%)

12) Papel e celulose

Toxicidade aguda:

FTo para Daphnia magna: 8 (12,5%)
FTui para Vibrio fischeri: 8 (12,5%)

Toxicidade cronica:

FT para Desmodesmus subspicatus: 8
(12,5%)

13) outras atividades

Toxicidade aguda:

FTo para Daphnia magna: 8 (12,5%)
FTw para Vibrio fischeri: 8 (12,5%)




ANEXO G

(continuacéo)

G2 - CEMA 81/2010 — Tipologias de efluentes e avaliacao ecotoxicolégicas
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art. 3 FT=8
§ 1° limites maximos de toxicidade exigidos para o langamento

de efluentes em corpos hidricos

§ 2° Para efluentes do tipo galvanico o limite maximo de | FT = 16
ecotoxicidade para Daphnia magna

§ 3° Para efluentes do tipo galvanico o limite maximo de | FT =8

ecotoxicidade para Vibrio fischeri

Art. 4

§ 1° a partir do quarto ano da publicacéo desta resolucéo o limite maximo de toxicidade : FT

=4

§ 2° a partir do Oitavo ano da publicacédo desta resolucao o limite maximo de toxicidade : FT

=2




Quadro H1 - Incertezas de medi¢éo do ensaio de BTEX.

ANEXO H

INCERTEZAS DE DETERMINACAO BTEX

Ensaio Incerteza o_Ie medicao K o
Expandida 95% (fator de abrangéncia)
BENZENO +0,74% 2
TOLUENO +0,92% 2
ETILBENZENO +0,98% 2,13
m,p XILENOS +0,88% 2
o XILENO +6,5% 3,31
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APENDICE A

CROMATOGRAMAS
Cromatograma CG-FID
10 pg.L?
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i

Cromatograma CG MS/MS

unté
1504
1254
1004
75

45:150

A

A

TIC pad 10 ug-L.SMS 200-MS Centroid

504 )\
ZS-I_JL N\ I

-

2ls 510 75 10,0

minutes

1 — metanol

2 — benzeno

3 — etilbenzeno

4 — tolueno

5,6 —m, p xilenos

7 — o xileno



APENDICE B

ESPECTROS DE MASSA
B1 - Espectro benzeno

78
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\
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i
[ 77
[
‘ 51
| |
39 H ‘
| |
7476 79
26 38 49“ 63 3
15 40 || B3 62
o 2 S _41..,.,_,_'—ﬁ4_‘. S [ | — k .
10 20 30 40 50 60 70 80 90
B2 - Etilbenzeno
00- 91
50
|
| 106
|
- 51 65 77 ‘
| 63
15 27 J | I 74 ‘ 89
0 : o Pl | PO 1 IS | E f— JAA,A‘ S I 1 =Lt _—
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110

120
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B3 - m - xileno

APENDICE B2

100- o
Va\ 106
50 U/
\\:/,
|
51 4 ‘
39 | 65 | ‘ ‘:
‘1 | | 11
ol s T ews I Ll e e ]
10 20 30 40 50 60 70 80 % 100 110 120
B4 - o -xileno
‘ 91
100
//Jt e
,/’ 3\
50 L) e
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77 | \‘
51 w
39 65 79 !
| { | |
‘ 15 o7 14145 ] ‘ 74 H seaf’;‘ 98 |
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B5 - m - xileno

APENDICE B3

91
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_1 106
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R
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50- S e
3 77
39 51 - 79
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ol 1518 [ 32 |4 || s || 74 H 83868?\ o7 |illl
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APENDICE C

DADOS DOS ENSAIOS COM BTEX

Dados obtidos do ensaio com BTEX do controle “branco do bioensaio” e dos testes
realizados com as solugdes de BTEX utilizando as cepas 1 e 2.

BRANCO LEITURA LEITURA LEITURA LEITURA FINAL
INICIAL FINAL INICIAL Clorofila (ug.L™)
Controle negativo  Clorofila (ug.L™?) Clorofila Clorofila (ug.L™)
(ug.L)
CEPA 1 CEPA 2
0,177 6,741 0,298 5,998
0,108 6,601 0,387 6,012
0,116 6,599 0,314 6,099
CEPA 1 CEPA 2
Testes INICIAL FINAL % inibicdo INICIAL FINAL % inibicdo
pg.L?t Clorofila Clorofila Média das Clorofila Clorofila  Média das
(ug.Lh) (ug.Lh) leituras (ug.Lh) (ug.Lh) leituras
0,158 6,801 0,204 6,287
10 0,149 6,814 0 0,277 6,211 0
0,121 6,996 0,211 6,309
0,188 6,799 0,255 6,433
50 0,196 6,856 0 0,286 6,207 0
0,103 6,924 0,213 6,119
0,136 6,799 0,298 6,292
70 0,147 6,863 0 0,301 6,302 0
0,201 6,866 0,302 6,388
0,183 6,891 0,289 6,298
100 0,177 6,941 0 0,292 6,107 0
0,199 6,992 0,286 6,287
0,157 6,974 0,211 6,301
200 0,159 6,944 0 0,256 6,354 0
0,231 7,001 0,276 6,187
0,163 6,977 0,234 6,399
400 0,125 6,998 0 0,277 6,108 0
0,169 6,891 0,286 6,191
0,149 6,863 0,287 6,297
1000 0,147 6,877 0 0,209 6,287 0

0,112 7,033 0,215 6,289
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APENDICE D1

INFORMACOES ADICIONAIS DO WORKSTATION

Etilbenzeno

Compound Information

Peak Name: Ethylbenzene )
Result Index: 3 Compound Number: 3 CAS Number: 100-41-4 Identified
Identification
Parameter Specification Actual Status
Search Type Spectrum
Retention Time 6.330 +/- 0.200 6.330 min. Pass
Match Result N-R >= 500 999 Pass
Integration and Quantitation
Parameter Specification Actual Status
Quan lons 91.0
Calibration Equation Linear, Force, None y = +8291.0820x
Area >=100 84228 Pass
Height 60418
Amount (RF) 8422.8
Vatch Types: N-R : Normal-Reverse
kCounts] lons: 91.0 Merged e Sample Spectrum for Scan: 817 RT. 6.340 min. BC
BP 91 (27416=100%) pad 10 ug-l.sms
100%— 91
27416
75%
60 g
50% 106
] . . 9763
o
25% sa0s B0 7 bo 105
504 & ] t I 1821 1pe1 1970
] 0% | 41 4 4,
T B SRR dr R
] Reference Spectrum for Ethylbenzene
Scan: 0 RT: 0.000 min.
40 1 100% a7
9%9
75%
Sta End
30 Integratioq integration | | o  50% 106
| ] 65 353
25% 51 207
tar( End 127 7 P2 105
Segrch Seafch i T i A
551 ] 0% | Ll i
50 75 160 135
Raw Sample Spectrum for Scan: 817 RT- 6.340 min.
BP 91 (28305=100%) pad 10 ug-l.sms
100% 1
104 < 28B05
75%
L L 50% 106
(1 (e A 1 65 9882
25% 51 5838
] 3820 L4 2
] T 2360 1hgo
0% bl Th 3 i
59 600 61 62 ! ! : !
s 63 64 65 e g 50 75 160 135

Seg 2, BTEX, Time: 0.50-12.00, El-Auto-Full, 45-150 m/z
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Benzeno

Compound Information

APENDICE D2

INFORMACOES ADICIONAIS DO WORKSTATION

Peak Name: .
Result Index: Compound Number: 1 CAS Number: 71-43-2 Identified
Identification
Parameter Specification Actual Status
Search Type Spectrum
Retention Time 2.667 +/- 0.200 2.673 min. Pass
Match Result N-R >= 700 934 Pass
Integration and Quantitation
Parameter Specification Actual Status
Quan lons 78.0
Calibration Equation Linear, Force, None . y = +2463.3416x
Area >=100 25269 Pass
Height 5967
Amount (RF) 2526.9
Match Types: N-R : Normal-Reverse
kCounts] lons: 78.0 Merged Sample Spectrum for Scan: 320 RT: 2.651 min. BC
BP 78 (5790=100%) pad 10 ug-l.sms
6 100% 8
] 5190
75%
b 50
1 50% 2461 7
] 2096
5+
] 25% 4 63 7
1 a4 538 g3
0%J—t .
] R RS
4] Reference Spectrum for Benzene
1 Scan: 0 RT: 0.000 min.
] 100% 8
9
75%
] 51
1 Stai End
3] Integratio Integration 50%] 469 37 :
o 4
tart End 2%y 4 6 ! 17
Sehrct h 1 82 9 68
peajcn Gﬂ/u <4 ” I |
41 S M e e
Raw Sample Spectrum for Scan: 320 RT: 2.651 min.
BP 78 (5930=100%) pad 10 ug-l.sms
100% 8
1 5930
+ 75%
] 50
50% 2712 2
] 5 g7 91
| ] e 938 gog |81 709 105
1 ] 52 418
| 0 I 0%-1—L | IIII .||T‘|| RAIIR® Tn . NUTT 0T 1l
PR R bttt ) S B - — — —— —
l 28 2lo 3o T 50 75 160 135

Seg 2, BTEX, Time: 0.50-12.00, El-Auto-Full, 45-150 m/z
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APENDICE D3

INFORMACOES ADICIONAIS DO WORKSTATION

Tolueno
Compound Information

Peak Name:
Result Index:
Identification

Parameter
Search Type
Retention Time
Match Resuit

Integration and Quantitation

Parameter

Quan lons
Calibration Equation
Area

Height

Amount (RF)

Match Types:

25+
20+

15+

Sta
Integratio
104
tart

Search

| !

!
T

kCounts{ lons: 91.0 Merged

Toluene
2

N-R : Normal-Reverse

Seg 2, BTEX, Time: 0.50-12.00, El-Auto-Full, 45-150 m/z

AT T

T

4lg

Compound Number: 2 CAS Number: 108-88-3 Identified
Specification Actual Status
Spectrum
4.807 +/- 0.200 4.810 min. Pass
N-R >= 700 997 Pass
Specification Actual Status
91.0
Linear, Force, None y = +6072.0044x
>=500 61703 Pass
24544
6170.3
Sample Spectrum for Scan: 613 RT. 4.820 min. BC
BP 91 (13391=100%) pad 10 ug-.sms
- 100% 1
1 13891
75%
50%— b2
] 65 4p49
4 2594 50 3203
1244
0%-] hi) Ll A
g .%..,,160..,,1£S,f
[Reference Spectrum for Toluene
Scan: 0 RT: 0.000 min.
— 100% sg
9p9
75%
End p2
Integration 50% 429
] 65
—  25% 50 222
nd 106
arch 0% ﬂ ll
; T ,7%....160.,..1i5.ﬁ
Raw Sample Spectrum for Scan: 613 RT: 4.829 min.
BP 91 (14322=100%) pad 10 ug-l.sms
- 100%- sg
] 14822
75%
l 50% b2
1 65 5065
] J 2% 5 3637
] 1505 I
0% Mool el .
4! ! | !
49 50 st el 50 75 160 135
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APENDICE D4

INFORMACOES ADICIONAIS DO WORKSTATION

0 Xileno

Compound Information

Peak Name:
Result Index:

Identification

Parameter
Search Type
Retention Time
Match Result

Integration and Quantitation

Parameter

Quan lons
Calibration Equation
Area

Height

Amount (RF)

o-Xylene
5

Match Types:
kCounter;;;:ngTd Merged — =

60+

50+

40]

30+

Compound Number: 5

Specification
Spectrum
6.730 +/- 0.200
N-R >= 700

Specification
91.0

Linear, Force, None
>=100

N-R : Normal-Reverse

CAS Number: 95-47-6 Identified
Actual Status
6.729 min. Pass
791 Pass
Actual Status
y = +5981.6333x
61277 Pass
47148
6127.7

Sample Spectrum for Scan: 867 RT: 6.712 min. BC

BP 91 (2862=100%) pad 10 ug-l.sms

] 2862
75% 106
- 1684
50%
%% 51 65 77 : g
] 358 360 349 51
ERr g ot il t Ll
'50""7‘5""160""1i5"ﬁ
[Reference Spectrum for 0-Xylene
Scan: 0 RT: 0.000 min.
1 100%+ 1
9
75%
Fnd y 106
ntegration — 90% 51 78 455
’ 267 a5 5
25% 65 2 6
End H 123 5
Beafen P S T
100 125
Raw Sample Spectrum for Scan: 867 RT: 6.712 min
BP 91 (3713=100%) pad 10 ug-l.

75%

106
50%-] 1788
] 55 g2
7!
25% 192 g5 gy
2 108 415 133
bl alll B b 6 5
0%_1_14,.. A LTS 1 TR TG | )

100
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APENDICE D5

INFORMACOES ADICIONAIS DO WORKSTATION

m,p xilenos

Compound Information

Peak Name: m+p-Xylene

Result Index: 4 Compound Number: 4
Identification

Parameter Specification

Search Type Spectrum

Retention Time 6.450 +/- 0.200

Match Result N-R >= 700
Integration and Quantitation

Parameter Specification

Quan lons 91.0

Calibration Equation Linear, Force, None

Area >=100

Height

Amount (RF)
Match Types: N-R : Normal-Reverse

[ kCounts] lons: 91.0 Merged

CAS Number: 106-42-3

Actual

6.456 min.
995

Actual

y = +7155.5815x
144838

68552

72419

Identified

Status

Pass
Pass

Status

Pass

Sample Spectrum for Scan: 836 RT. 6.484 min. BC

BP 91 (3102=100%) pad 10 ug-l.sms
a1

100%— 9
3102
75%
60+ = 106
50% 1502
51 65 105
%] g9 505 77 b2 590
51 1 T T 277 10
3 E R, L | | i s 1l
Py N T e
Reference Spectrum for m+p-Xylene
Scan: 0 RT: 0.000 min.
404 - 100%- 7
9
75%
Sta 4 108
30 Integratio egration -  90%] 447
105
25%— 51 65 79
tart 27 117 06 P27
Sepect | bt f
= 0% I |
2 - T ———r ——— : — ——
’ 50 75 160 125
Raw Sample Spectrum for Scan: 836 RT: 6.484 min.
BP 91 (3954=100%) pad 10 ug-l.sms
100%— 91
104 it 3354
75%—
0 106
2] 55 1589
0 S 1117 85
%] 908
25 772 95 07 119
lub ol S 52 g 3
0%——Lt Ll AR I||n TR T lut, Ll L
......................... il - ——— ——— . - . —
i 50 7 160 135
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APENDICE E

CURVAS CROMATOGRAFIA CG MS/MS

Benzeno
Coef. (R?)=0,997011

111 1 1 1
k, .

100+
300
200

084

50 "100 150

Amount (pg/L)

Etilbenzeno
Coef. (R?)=0,997888

11 1 1
v G

1.28¢
1.06
175
1.56-
25-

o
'50 100 150
Amount (ug/L)

tolueno
Coef. (R2)=0,996494
| Replicates 111 1 1 1 1
M
1.00
0.75
© 0.56
£ 0.25
0.0
50 100 150
Amoun t (ugiL)
m,p xilenos
Coef. (R2)=0,996738
| Replicates 111 1 1 1 1
M
25
26
1.5
8 1.6
£ 0.5
o
100 200 300
Amount (pg/L)

o-xleno - Coef. (R?)=0,998397

111 1
M

1.06

50 100
Amount (ug/L)
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APENDICE F

153

CURVAS CROMATOGRAFIA CG FID

Benzeno Tolueno
( y=0,2744x- 8,6392 B y=0,2498x - 1,4121)
R?=0,9624 R®=0,9976
101,000 101,000
91,000 91,000
81,000 81,000
71,000 P 71,000
461,000 2 61,000
S 51,000 S 51,000
41,000 41,000
31,000 31,000
21000 1 e 21,000 /l
11,000 - 11,000 1
1,000 ‘ ‘ ‘ 1000 ] . .
10,000 110,000 210,000 310,000 10,000 110,000 210,000 310,000
AREA Area
L Y J
Etilbenzeno m,p xilenos
( h D
y=0,174x+8,3963 y=0,3297x+9,5328
RY=0,9691 R?=0,9372
141,000 A
251,000
121,000 T
101,000 B 201,000 -
g 61000 / | /I
g /«/ S 151000
61,000
101,000
41,000 M
21,000 51,000
1,000 T T T T T 1,000 . — . . : : :
5000 155000 305000 455000 605000 755,000 10,000 110,000 210,000 310,000 410,000 510,000 610,000 710,000
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