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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito da fracdo soluvel e bruta do
6leo, que contaminou o litoral brasileiro no acidente ocorrido em 2019, em
microcrustaceos aquéticos. Para isso foram realizados bioensaios ecotoxicoldgicos,
utilizando como organismo teste o copépodo benténico Tisbe biminiensis. Os bioensaios
com a fracdo bruta do dleo tiveram duracdo de 1 més, com troca de dgua semanal. Foi
utilizado 0,5 g de dleo coletado em 5 diferentes praias do litoral pernambucano (Enseada
dos Corais, Xaréu, Cupe, Paiva e Suape), 40 mL de agua do mar filtrada e racdo basica
para peixes de aquario macerada. Os bioensaios com a fracdo soltvel do dleo tiveram
duracdo de 7 dias, utilizando a mesma proporcao da fracdo bruta e 0 mesmo organismo
teste. Ao final do periodo de exposicdo, o conteudo foi fixado com formol e corado com
Rosa de Bengala, para posterior contagem e determinacdo dos endpoints (nimero de
copépodos, numero populacional e percentual de fémeas). Observacdes no
estereomicroscopio revelaram manchas nos individuos, devido a este fato, um novo
bioensaio com a fracdo bruta do 6leo foi realizado para registro fotografico com as
mesmas condic¢des do anterior. Nessa etapa, ao final do periodo de exposi¢do o contetido
ndo foi corado com Rosa de Bengala para uma observacdo integra do corpo do
microcrustaceo e confirmacédo da presenca do dleo através do microscépio. Os resultados
mostraram uma diminuicdo significativa no numero de copépodos (nos grupos expostos
ao Oleo coletado em Xaréu, Enseada dos Corais e Paiva) e no numero populacional (em
todas as amostras de Oleo testadas). Além disso, verificou-se uma feminizacdo da
populacdo, onde foi possivel perceber um aumento significativo da proporcéo de fémeas
em amostras de Oleo coletadas na praia de Paiva e Enseada dos Corais. Através dos
registros fotograficos constatou-se que o 6leo foi ingerido pela espécie estudada, parte do
qual contaminou o animal, e a outra parte foi fragmentada e eliminada nas pelotas fecais,
ficando disponivel para outros organismos. No experimento com a fragdo soltvel do 6leo,
foi avaliado a sobrevivéncia dos organismos expostos ao bioensaio. Os resultados
demostraram auséncia de efeitos letais nos grupos expostos. Sugerindo assim, que o 6leo
ndo liberou a sua fracdo sollvel na agua do mar, durante o processo de obtencdo da
mesma, e consequentemente, ndo interferiu na sobrevivéncia dos organismos. Sendo

assim, concluiu-se que o 6leo o qual contaminou o litoral brasileiro tem um elevado poder



toxico para o organismo testado, por causar da reducdo do nimero médio de copépodos,

do declinio populacional, bem como feminizacao da populagéo.

Palavras-chave: 6leo bruto, Tisbe biminiensis, bioensaios, desastre ambiental, contaminagao por
oleo
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1 INTRODUCAO

As regibes costeiras atraem a ocupagdo humana, uma vez que 0S recursos que
elas disponibilizam podem ser utilizados como fontes de alimento, sustento e lazer para
grande parcela da populacdo que mora na proximidade. Favorece também a instalacdo de
portos, marinas e industrias. Em contraponto, contribuem para a introducdo de diversos
tipos de contaminantes nessas regides, tais como petroleo e derivados, organoclorados,
entre outros (LAMARDO et al. 2016).

Estudos apontam que 80% da polui¢do nos oceanos vem de atividades terrestres,
originadas das préprias areas costeiras ou trazidas pelos rios. Essas areas produtivas sdo
amplamente afetadas com os descartes de residuos urbanos, industriais, agricolas,
substancias quimicas oriundas de derrames de petréleo, entre outros (CINDRIC et al.,
2015).

O petroleo € uma substancia complexa, pois em sua composicdo apresenta
moléculas de carbono, oxigénio, enxofre, vanadio, niquel e sais minerais, assim como
75% de hidrocarbonetos. Por esse motivo, o petroleo € comumente chamado de
“Hidrocarboneto” ou 6leo (SZEWCZYK, 2006). Também apresenta Benzeno, tolueno,
etilbenzeno e xilenos na sua constitui¢do. Elas sdo as fragdes mais moveis e sollveis dos
produtos de petréleo, e por isso, sdo altamente toxicas e frequentemente contaminam

solos e porgdes superficiais de agua quando ocorrem acidentes (JOKUTY, 1999).

Pesquisas estimam que anualmente 1.300.000 toneladas de petréleo poluam os
mares (NRC, 2003). Os organismos aquaticos por sua vez, sao mais atingidos pela fracéo
solavel do petréleo em agua (FS) do que por outros componentes do petréleo. Portanto,
um derrame de petréleo por menor que seja tem sempre consequéncias negativas, sendo
principalmente ambientais e econémicas. (RODRIGUES et al., 2010; SOTO, 2004).

No dia 31 de outubro de 2019, o governo do estado de Pernambuco langcou uma
nota publica afirmando que mais de 1.500 toneladas de 6leo foram retiradas das 47 praias
e 8 rios do litoral pernambucano. Segundo pesquisadores da UFPE e UFRPE, o 6leo que
chegou a costa nordestina esta se decompondo em particulas microscopicas, afetando a

teia alimentar e pequenos invertebrados (MADEIRO, 2019).

Os corais, por exemplo, sofrem bastante com a cobertura da sua superficie pelo

6leo, 0 que pode causar branqueamento e morte em um curto periodo. No entanto eles
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ndo sao 0s Unicos organismos a sofrerem com a contaminacdo por 6leo, pois existe uma
diversificada fauna no ambiente costeiro, na qual pouco se sabe sobre os efeitos causados
por essa contaminagdo (MADEIRO, 2019).

Sendo assim, saber o efeito do 6leo em suas duas fases, bruta e sollvel em agua,
é fundamental para se implantar politicas publicas eficientes e até tratamentos de
biorremediacdo. Embora, saibamos que a melhor forma de se preservar o meio ambiente

é sempre com medidas preventivas.

Com o intuito de analisar, o impacto direto da fracdo bruta e solivel do 6leo em
agua, que contaminou as praias do litoral brasileiro, o presente trabalho se prop6s a expor
0 copépodo bentdnico T. biminiensis ao 6leo, e avaliar o impacto desse contaminante em
aspectos fisioldgicos e populacionais, e assim, ajudar na gestdo ambiental, visando

sempre um desenvolvimento sustentavel.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Petréleo no mundo

A cada ano cerca de 600 mil toneladas de petréleo bruto sdo langadas no mar.
Muitas vezes isso decorre de problemas em navios petroleiros, durante o transporte,
outras por vazamentos nas plataformas e rompimentos de ductos, como consequéncia das
atividades antrépicas de extracdo desse recurso para fins econdmicos. Extracdo essa que
chega a mais de 1000 metros de profundidade (CAPES, 2020; CAMPEAO, 2020).

Nos ultimos 50 anos, o transporte e comércio de petréleo mundial teve um
aumento significativo, e cerca de 90% dessa movimentacdo com o 6leo € feita por meio
de transporte maritimo, o que possibilita a contaminacdo do mar por esse composto. Em
2017 o comercio maritimo calculado em toneladas-milhas foi de 58.098 bilhdes de
toneladas. E apesar dos avangos tecnoldgicos terem ocasionado uma melhora nas
condicgdes de seguranca, o transporte de petréleo consiste em uma atividade de alto risco
para o ambiente marinho, uma vez que danifica os ecossistemas marinhos de forma
significativa prejudicando os seus recursos, afeta a pesca e o turismo local. Além disso,
pde em risco a satide dos tripulantes (ZHANG, et al., 2015; GALIERIKOVA et al., 2020;
ONATE, 2017; HARAYAMA, 1991; BOARD et al., 2003).

Entre os desastres mundiais envolvendo o petréleo podemos citar o criminoso

lancamento de 11 milhdes de barris de petréleo bruto no Golfo Pérsico durante a guerra
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do Golfo em 1991 (TAWFIQ, et al.,1991). Essa sabotagem feita ao meio ambiente deu
origem a lagos de petroleo e a superficies poluidas no Kuwait. As tropas iraquianas
durante a guerra incendiaram varios pocos produtores de petroleo e estragaram outros
para provocar o escorrimento de petréleo livremente. Grande parte dos campos de
producdo de petréleo do Kuwait tém altas pressdes do reservatdrio, que sustenta o fluxo
natural do oOleo das reservas a superficie. Alguns campos de petroleo como o Grande
Burgan, foram parcialmente inundados com petréleo bruto (Al-Ajmi et al, 1994; El-Baz
et a/, 1994; Kwarteng, 1998).

Durante a guerra o 6leo que alcangou as aguas teve origem de oito petroleiros,
uma refinaria, um campo de tanques e dois terminais. Estima-se que foi recuperado da
superficie da agua cerca de 1.163.000 barris de petrdleo. Estudos mostraram que 706 km
na Arabia Saudita foi oleado, com 366 km classificados como petrdleo pesado, 220 km
moderado, 34 km como leve e 86 km como muito leve. Cerca de 50-100% da biota
intertidal foi morta, e nos pantanos fortemente oleados menos de 1% das plantas
sobreviveram (TAWFIQ, et al.,1991; GUNDLACH, et al., 1993; JONES, et al., 1996;
BOER, et al., 1996).

Em algumas areas, como praias de desovas de tartarugas e uma floresta de mangue
na llha de Gurmabh, foram feitas limpezas no ano de 1991, da linha costeira que custaram
entre US $ 210-540 milhGes. O monitoramento do destino do petréleo encalhado na
Arabia Saudita mostrou grandes danos aos habitats interditais (GUNDLACH et al. 1993;
MICHEL, 2011).

2.2 Petréleo no Brasil

No Brasil, em 1897, houve a perfuracdo do primeiro pogo de petroleo, no
municipio de Bofete (SP). O fazendeiro Eugénio Ferreira de Camargo, fez uso de uma
sonda importada dos EUA. Apesar de perfurar cerca de 488m de profundidade, apenas
dois barris de petroleo foram retirados. Essa iniciativa deu origem aos estudos
relacionados a extracdo de petroleo, mas sé em 1919 foi feita uma sondagem oficial no
municipio de Marechal Mallet (PR), e uma tentativa de extracdo de um poco de 84 m, de
onde nada foi extraido. Apos vinte anos, em 1939, houve a descoberta promissora do poco
Recdncavo Baiano e no séc. XXI foi descoberto o Pré-sal (CETESB, 2012).

O avango na extracdo e transporte do petréleo trouxe consigo os acidentes

ambientais. O primeiro acidente com petroleo esta registrado na revista International Oil
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Spill Statistics de 1977 e ocorreu com o navio Sinclair Petrolore no dia 6 de dezembro de
1960. Ele explodiu e afundou proximo a llha de Trindade (ES) vazando assim,
aproximadamente 66.530 m3 de petréleo direto para o mar. Um tripulante desapareceu e
os outros 29 foram resgatados no dia seguinte. N&o ha informag&o sobre o comportamento

da mancha de 6leo nem sobre areas afetadas (CETESB, 2012).

Na década de 1970 trés grandes acidentes, relacionados a colisdo de navios com
rochas submersas, foram registrados. No litoral paulista, foram os petroleiros Takimyia
Maru (1974) e Brazilian Marina (1978) no Canal de Sdo Sebastido e no litoral carioca, o
petroleiro Tarik Ibn Zyiad (1975) na Baia da Guanabara. Ocasionando um vazamento de
aproximadamente de 6.000 toneladas de petréleo em cada um dos episodios (CETESB,
2012).

Outro acidente que teve uma grande repercussdo nos meios de comunicagéo foi
rompimento do oleoduto da Baia da Guanabara (jan/2000), entre a Refinaria Duque de
Caxias e 0 Terminal da llha d"Agua, com um vazamento de 1300 m3 de 6leo combustivel
maritimo. O que ocasionou uma contaminacao de praias, costdes, manguezais, unidades
de conservacao e patrimonio historico. Trouxe um elevado nimero de mortes de aves
aquaticas, crustaceos, além de impactar negativamente as atividades de pesca, do
extrativismo e do turismo (CETESB, 2012).

Podemos citar também o vazamento de aproximadamente quatro milhdes de litro
de petroleo do oleoduto OSPAR na Refinaria Presidente Getulio Vargas — REPAR, da
PETROBRAS, no municipio de Araucaria, Regido Metropolitana de Curitiba, Estado do
Parana, que ocorreu no dia 16 de julho de 2000. Esse vazamento teve origem a partir de
um ponto de ruptura, o scraper (ponto de ligacdo do oleoduto com a refinaria) da REPAR.
O 6leo vazou por uma encosta e alcancou o arroio Saldanha contaminou os 2,25 km de
extensdo do arroio, além de transbordar o canal, atingiu diversos banhados presentes na
regido e por fim chegou ao rio Barigui, afluente do rio Iguagu. S6 40 km a jusante, no rio

Iguacu no municipio de Balsa Nova, o 6leo foi controlado (MELO et al. 2003).

Em 2004 ocorreu a explosao e incéndio do navio quimico Vicufia no Porto de
Paranagué (PR). Um acidente que trouxe um grande impacto para a vida humana e a vida
estuarina/marinha. Causando o vazamento de cerca de 4.079 toneladas de metanol e 285
toneladas de dleos (com predominancia de 6leo combustivel maritimo - MF 180).

Acidente que trouxe a morte de quatro tripulantes, afetou muitos animais marinhos como
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0s crustaceos, golfinhos, tartarugas e aves aquaticas, nos 170 km da Baia de Paranagua
incluindo seis unidades de conservagdo. Trouxe também prejuizo ao cais de atracagéo e
ao terminal onde o navio estava atracado, a pequenas embarcacdes, atividades portuarias,
pesca e ao turismo (NORTEC, 2004).

No que se refere a exploracdo e producdo de petréleo em alto mar, um terrivel
cenario foi a explosdo seguida do naufragio da Plataforma P 36 na Bacia de Campos (RJ),
a 150 km da costa, em marc¢o de 2001, na qual faleceram onze brigadistas. Vazaram 1.200
m3 de 6leo diesel e 350 m?3 de petrdleo para o oceano. Tiveram muitas tentativas de
estabilizar a unidade, principalmente a inje¢do de nitrogénio e ar comprimido nos
compartimentos alagados para expulsdo da agua. Porém nenhuma delas teve sucesso.
Depois de cinco dias o naufragio levou os corpos dos trabalhadores mortos ao tentarem
combater o incéndio na unidade (CETESB, 2012; WEIMANN, 2021)

Um exemplo de evento envolvendo derramamento de 6leo foi a catastrofe que
ocorreu no litoral do Brasil e que causou um prejuizo para 0 meio ambiente e o setor
socioecondmico. Em 30 de agosto de 2019 foi oficialmente identificado o derramamento
de petroleo bruto que afetou a costa brasileira e chegou a faixa litoranea de 4.334 km em
11 estados do Nordeste e Sudeste, 120 municipios e 724 localidades até 22 de novembro
de 2019 (IBAMA, 2019; SOARES et al., 2020).

O o6leo encalhado nas praias brasileiras é semelhante a alcatrdo; tem aspecto sélido
e € mais densa que a &gua do mar. A caracterizacdo quimica do 6leo mostrou que
hidrocarbonetos leves permaneciam presentes, o que eleva a possibilidade de efeitos nos
organismos e ecossistemas costeiros depois da liberacdo na coluna de agua. Estudos

apontam que as amostras de 6leo coletadas, tem a mesma origem (LOURENCO, 2020).

E importante por sua vez avaliar o impacto do 6leo em fatores fisioldgicos que
sdo comuns entre animais, incluindo o homem, tais como crescimento, desenvolvimento,
reproducédo e dimorfismo sexual. Visamos no decorrer desse trabalho avaliar como esse
impacto ambiental ocorrido no Nordeste pode afetar fatores fisiolégicos que sdo

essenciais para o sucesso populacional das espécies.

2.3 Impacto do 6leo na biota

Sobre o impacto do 6leo na biota podemos citar o estudo feito por Domenico e
Almeida (2005), sobre a distribui¢do da meiofauna na plataforma continental externa de

Santa Catarina a partir de amostras coletadas ao redor de uma plataforma de producgéo de
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petréleo no sul da Bacia de Santos. Eles apontam que inicialmente a densidade total de
organismos variou de 49 ind./10 cm? a 2 ind./10 cm? nos estudos com as amostras mais
distantes da plataforma. E & medida que se aproximava da plataforma de petréleo a
estrutura da comunidade mostrou uma diminuicdo na densidade dos organismos.
Diferentes associac@es faunisticas foram identificadas, sendo uma caracterizada pelas
amostras coletadas em 1000 e 3000 m da plataforma e baixa similaridade faunistica dentro

das amostras coletadas perto do poco de petroleo.

Ja Belal 2019, avaliou a resposta ambiental de invertebrados macrobentdnicos
expostos a derramamento de Oleo na Baia de Suez, Mar Vermelho, Egito. Este
derramamento de 6leo ocorreu na area oposta a Central Elétrica onde a nona (1X) estagdo
de amostragem estava localizada. Treze estacdes foram selecionadas na area estudada e a
amostragem foi realizada durante o incidente da primavera de 2018 (antes do
derramamento de 6leo) e outono de 2018 (apds o derramamento de 6leo). Os resultados
indicaram que a densidade de invertebrados macrobentonicos foi maior na primavera do
gue no outono. As estacbes do norte registraram densidades mais altas do que as do sul.
Além disso, verificou-se que a concentracdo media de hidrocarbonetos totais de petrdleo
nos sedimentos foi 431,49 g / g no outono. J& na primavera, estimou-se em média 194,96
Hg / g. 2019. Mostrando assim que o impacto do 6leo no ambiente e nos invertebrados

macrobentdnicos.

Segundo Pereira et al. ( 2018) o grande nimero de acidentes com derramamentos
de 6leo diesel ocorridos no ecossistema marinho faz com que os testes de toxicidade para
avaliar os efeitos desse poluente na biota sejam necessarios e urgentes. Por isso, foi feito
estudos para avaliar a toxicidade da fracdo solUvel do Oleo diesel no sucesso da
fertilizacdo de gametas e larvas de plateo do ourigo-do-mar Echinometra lucunter. Para
isso, gametas e embrides foram expostos a concentragdes de 0% (grupo controle), 0,5%,
1,5% e 2,5% da Fracdo soluvel. Houve uma reducdo significativa na fertilizacdo de
gametas e embrifes expostos, quando comparado ao grupo controle em todas as
concentracOes testadas. Esse estudo mostrou que o 6leo diesel pode ser significativamente
prejudicial nas fases inicial e adulta de um determinado organismo, e uma melhor forma
de avaliar essa toxicidade é por meio da andlise dos efeitos dos contaminantes ao longo

do ciclo reprodutivo de uma espécie.
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2.4 Testes Ecotoxicoldgicos

Além de se conhecer o efeito do 6leo, se faz necessario um monitoramento das
areas afetadas tanto do ponto de vista fisico-quimico quanto biol6gico. Para essas
anélises, os ensaios ecotoxicoldgicos possuem um grande poder de integrar as varias
informagBes fisico-quimicas acerca do ambiente. E através desses ensaios que
conseguimos indicar quais sdo as concentracdes ambientalmente seguras para a
manutencdo dos ecossistemas e, consequentemente, o impacto sobre a pesca, visto que

esta Ultima ndo se sustenta em um ambiente impactado.

Ao longo dos anos, muitas tentativas estdo sendo realizadas a fim de tornar mais
realisticos os testes de ecotoxicidade, dentre eles podemos citar a avaliacdo de
comunidades, mesocosmos, além do uso de variaveis funcionais tais como producéo
priméaria, decomposicdo e etc, em adicdo aos testes tradicionais que avaliam a

sobrevivéncia, crescimento e reprodugdo de uma unica espécie (CHAPMAN et al., 1992).

2.5 Testes com Microcrustaceos

Um organismo referéncia nos testes ecotoxicologicos sdo 0s microcrustaceos,
pois desempenham um papel importante na cadeia alimentar, servindo como elo entre 0s
produtores e demais consumidores, uma vez que se nutrem de algas e servem de alimento
para consumidores secundarios, como peixes e outros vertebrados. S80 organismos muito
utilizados nos testes de toxicidade, pois mudancgas na populacdo e no comportamento
destes organismos podem interferir em outros niveis troficos do ecossistema aquético
(POUNDS et al., 2002).

E comum o uso de copépodos harpacticoides bentdnicos nos testes letais e
subletais de toxicidade por apresentarem as condi¢cdes necessarias para estes testes, como
o tamanho reduzido, que viabiliza a realizacdo dos testes e diminui o custo dos mesmos;
e seu habito epibentbnico, que permite analisar poluentes tanto na fase aquosa quanto
aqueles ligados ao sedimento (COULL E CHANDLER, 1992).

Os copépodos haparticdides bentdnicos do género Tisbe, de forma peculiar
representa um grupo ecologicamente importante da meiofauna, e vem sendo
frequentemente utilizados em testes de toxicidade (1SO 14669).

A espécie Tisbe biminiensis (Copepoda, Harpacticoida), tem importancia desde
sua colocacdo na cadeia alimentar, quando na sensibilidade para evidenciar problemas

relacionados ao seu habitat, seu cultivo ja se encontra estabelecido no Laborat6rio de
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Ecofisiologia e Comportamento Animal da UFRPE, tem um ciclo de vida rapido o que
permite a avaliacdo do impacto nas geracfes seguintes em um curto periodo de tempo e
uma elevada taxa reprodutiva. Tais fatores possibilitam a analise de varios aspectos do
ciclo de vida desse animal dando respostas que norteardo a tomada de decisdao para uma

boa gestdo ambiental para o estado de Pernambuco.
3 OBJETIVOS

Avaliar os efeitos do 6leo, oriundo do acidente ocorrido no litoral pernambucano no
ano de 2019, em aspectos fisioldgicos e populacionais do microcrustaceo Tisbe
biminiensis.

e Avaliar os efeitos da fracdo bruta do dleo, coletado nas praias atingidas em

Pernambuco, em aspectos populacionais do microcrustaceo Tisbe biminiensis.

e Avaliar os efeitos das fracGes soltvel e bruta do 6leo coletado nas praias atingidas

em Pernambuco em aspectos fisioldgicos do microcrustaceo Tisbe biminiensis.

e Estudarainteracdo do organismo teste (T. biminiensis) com a fracdo bruta do 6leo.

4 METODOLOGIA

4.1 Cultivo e controle de qualidade dos organismos-teste

A espécie utilizada nos bioensaios foi Tisbe biminiensis (Copépoda Harpacticoida),
a qual vem sendo cultivada no Laboratorio de Ecofisiologia e Comportamento Animal
(LECA) da UFRPE no Campus de Dois Irméos desde 2013. Seu cultivo ocorre em
recipientes de polietileno com aproximadamente 1,5 L de agua do mar filtrada com
salinidade 33%., temperatura de 26°C + 2°C, fotoperiodo de 12/12h claro/escuro, aeracéo
e racdo para peixe Alcon® Basic. As trocas da agua do cultivo sdo realizadas duas vezes
por semana, com ajuda de uma peneira com abertura de malha de 125um, onde o conteudo
dos recipientes de cultivo é vertido. Os organismos retidos na peneira sdo transferidos
para um recipiente limpo contendo dgua do mar filtrada, aeracao e racao, a fim de garantir

condicdes ideais para o seu desenvolvimento e sua reproducéo.
4.2 Preparo da Fracgédo Bruta do Oleo (FBO)

Para os ensaios com a FBO, o odleo coletado em quatro praias do litoral
pernambucano foi analisado quimicamente, e entdo confirmado que todos apresentam o

mesmo perfil quimico, sendo considerados iguais. Foram obtidas 4 amostras do 6leo
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coletados nas praias de Xaréu, Enseada dos Corais, Paiva e Cupe. De cada amostra foi
pesado 1 g do 6leo e adicionado em recipientes de vidro com capacidade para 80 ml e
diametro de 5,5 cm de fundo, obtendo uma proporc¢éo de 1:80 (m/v). Esse procedimento
foi repetido 5 vezes para que tivéssemos as réplicas amostrais, totalizando 20 unidades

experimentais (6leo obtido de 4 pontos, cada um com 5 réplicas).
4.3 Preparo da Fracao Soltvel do Oleo (FSO)

Foi realizado o experimento com a FSO, a partir do 6leo coletado em 4 praias
(Xaréu, Enseada dos Corais, Suape e Paiva). O bioensaio teve duracdo de 7 dias, a
metodologia seguida foi a descrita por Salvo et al. (2013), com algumas modifica¢Ges. O
6leo foi adicionado a agua do mar em uma razdo de 1:80 (m/v), e agitado vigorosamente
com auxilio de um agitador magnético, na auséncia de luz e em temperatura ambiente por
um periodo de 24h. Passado o periodo de agitacdo, as amostras foram mantidas em
repouso por 3 horas para separacdo das fases. A fracdo soltvel foi separada com auxilio
de uma pipeta de vidro e um pipetador de suc¢édo de borracha. Logo apés a separacdo, foi
adicionado 40 ml da FSO em recipientes de vidro, e feito 5 unidades experimentais (5

réplicas) de cada ponto.

4.4 Obtencéo dos nauplios

A obtencdo dos nauplios para o bioensaio se deu passando os cultivos por peneira
de abertura de malha de 250 um, selecionando apenas 0s organismos maiores, 0S quais
foram transferidos para caixas de plastico semelhantes as descritas anteriormente para
cultivo de manutencdo, denominadas maternidades. Apos 24 horas, as maternidades
foram vertidas em duas peneiras, uma com malha de 250um e outra de 64um, colocadas
nessa ordem. Retendo os adultos na primeira malha (a maior) e os nduplios na segunda
malha (a menor), possibilitando a separagdo. Os adultos foram devolvidos para os cultivos
de manutencéo e os nauplios foram concentrados em 200 ml em um béquer. Para estimar
a quantidade contida nesse volume, sdo realizadas 3 amostragens de 1ml para serem
contadas na lupa. Apds a contagem, calcula-se a média das trés e em seguida estima-se o
volume necessario que contenha de 150 a 200 nauplios, esse volume é adicionado em

cada unidade experimental e nas réplicas do controle.
4.5 Ensaios Ecotoxicologicos com a FBO
Antes da adicdo dos copepodos em todos os bioensaios, foi verificado o0s

parametros de salinidade (com refratbmetro), pH (pHmetro) e oxigénio dissolvido

(oximetro) na &gua de cada amostra, processo que € repetido ao final do experimento.

19



Os testes com T. biminiensis na FBO seguiram a metodologia descrita em Aradujo-
Castro et al. (2009) e Aradjo-Castro (2008), com algumas modificacfes. O procedimento
consistiu na exposicdo de fémeas ovigeras de T. biminiensis e acompanhamento do
crescimento populacional por um periodo de 30 dias. Ao final do periodo de exposicao,
as amostras foram fixadas com formol e coradas com Rosa de Bengala para posterior
contagens, registro fotografico e determinacéo de parametros populacionais.

Para iniciar o periodo de exposi¢cdo com a FBO, o 6leo pesado em balanca de
precisdo com 3 casas decimais, conforme descrito no topico 4.2, foi adicionado aos
recipientes de experimentacao, apos adigdo de &gua do mar filtrada e alimento. O alimento
consistiu em uma solucao de 5 g de racédo basica de peixe e 100 ml de &gua do mar agitada
por 4 h em agitador magnético. Posteriormente, 10 fémeas ovadas com idade controlada
foi adicionada em cada unidade experimental. Foi feito um grupo controle (dgua do mar
acrescida de racdo), com 5 unidades experimentais (5 réplicas) com o objetivo de
comparacao estatistica.

Nesse bioensaio foram avaliados 0s seguintes parametros: a) nimero de copepodos
que corresponde a quantidade de copepoditos somado a de machos adultos, contados em
cada amostra; b) populacdo, total de individuos ao final do experimento; e ¢) porcentagem
de fémeas em relacdo a populacdo. Todos 0s organismos contabilizados ao final do teste
foram provenientes das 10 fémeas ovigeras adicionadas em cada réplica no inicio do
bioensaio.

Para avaliar a interacdo do organismo teste (T. biminiensis) com o oleo, foi
realizado um outro experimento contendo o dleo bruto, seguindo a mesma metodologia
descrita anteriormente. Foram realizados dois grupos experimentais GC (grupo controle)
e GO (grupo 6leo) para efeitos comparativos. Os grupos foram observados ao longo do
bioensaio e realizados registros fotograficos e de video a fim de observar o
comportamento do animal na presenca do 6leo. Ao final do periodo de exposicdo (30
dias) todo o contetdo foi fixado com formol para analise e registro fotografico para

avaliar a integridade fisica do animal e anélise das pelotas fecais.

4.6 Ensaios Ecotoxicolégicos com a FSO

Para os testes com a FSO, foi utilizada a fase de nduplio do T. biminiensis seguindo
a metodologia descrita por Lavorante et al. (2013), com algumas modificacées. Com o

auxilio de uma pipeta automatica, foram retiradas aliquotas de um béquer com 200 ml de
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agua do mar contendo os nauplios concentrados, e essas adicionadas aos recipientes com
a FSO. Compondo assim 5 réplicas de cada tratamento (Controle, Xaréu, Enseada dos
Corais, Suape, Paiva), e permaneceram por 7 dias em uma estufa incubadora com
temperatura (27°c) e fotoperiodo (12h/12h claro/escuro) controlados.

No momento da distribuicdo dos nauplios nos recipientes-testes, foram retiradas
5 amostras que corresponderam ao controle inicial, sendo fixadas com formol e coradas
com Rosa de Bengala. A média obtida dessas amostras, que representa a concentragao
inicial de nduplios, foi utilizada para determinacdo da sobrevivéncia, com a férmula a

sequir:

%SAM_ TIAmMm x 100
MCI

onde:

%Sam = Sobrevivéncia na amostra em %

TIAm = total de individuos contados na amostra
MCI = média da concentracdo inicial de nduplios

4.4 Analises Estatisticas

Para analise dos dados foi utilizado o teste unifatorial de Analise de Variancia
(ANOVA). Antes da realizacdo do teste ANOVA foi verificada a normalidade dos
dados, através do teste de Kolmogorov-Smirnof, e homocedacidade das variancias,
com o teste de Bartlett. O teste de Kruskal-Wallis foi utilizado quando os requisitos
para a ANOVA ndo foram alcancados. Com nivel de significancia de 0,05 (o = 5%).
O teste de Dunnett e o de Dunn's foram realizados para identificar diferencas

significativas entre as concentracdes e 0 grupo controle.
5 RESULTADOS

Os resultados do bioensaio com a FBO analisando o éleo coletado em 4 praias, € 0
bioensaio com FBO analisando a interacdo Copepoda e Gleo (por meio de registro

fotografico), podem ser visualizados nas figuras 2, 3, 4, 5, 6.
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5.1 Primeiro Bioensaio: Ensaios Ecotoxicolégicos com a
FBO.

Considerando o nimero de copépodos, foram observados os seguintes valores
médios 134,33 (controle), 72 (Xaréu), 22,6 (Enseada dos Corais), 81,6 (Cupe) e 43
(Paiva). De acordo com o resultado da ANOVA unifatorial (ANOVA, F = 6,851; p =
0,02), houve uma reducdo significativa no numero médio de individuos em boa parte dos
grupos que continha o Oleo bruto. Essa diminuicdo no numero de copépodos €
significativamente inferior em Xaréu, Enseada dos Corais e Paiva em relacdo ao controle
(Dunnett, p <0,05). Desta forma, podemos afirmar que o 6éleo bruto coletado nesses

pontos, causou efeito toxico para a espécie estudada como mostra a Figura 1.
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Locais onde o 6leo foi coletado

Figura 1 — Numero de copépodos (média + desvio padrdo) de Tisbe biminiensis
(Copepoda, Harpacticoida) ao final de 30 dias de exposi¢do ao 6leo bruto coletados em 4
praias do litoral pernambucano (Xaréu, Enseada dos Corais, Cupe e Paiva) e Controle
(organismos nédo expostos ao 6leo) localizadas no litoral Sul do Estado de Pernambuco, e
controle (dgua de cultivo de laboratério). Os * significam diferenca significativa em relagéo
ao controle.

Para avaliar a populacéo, foi contabilizado todos os estagios de desenvolvimento
do organismo teste (0s estagios de nauplio, copepodito e adultos de T.biminiensis). Esse
parametro nos mostra a vulnerabilidade ecoldgica da espécie. Na Figura 2, observa-se
uma redugdo significativa (ANOVA, F = 8,060; p<0,001) na média da populacéo de todos
os pontos em relacdo ao controle, cujos valores foram: 239,33 (controle), 93 (Xaréu), 35,6
(Enseada dos Corais), 105,8 (Cupe) e 75,6 (Paiva). Segundo teste estatistico de Dunnett,
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todos os grupos apresentaram diminuicdo significativa no nimero médio populacional

em relacdo ao controle.
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Figura 2 — NUmero total de individuos (média + desvio padrao) de Tisbe biminiensis
(Copepoda, Harpacticoida) ao final de 30 dias de exposic¢éo ao 6leo bruto coletados
em 4 praias do litoral pernambucano (Xaréu, Enseada dos Corais, Cupe e Paiva) e
Controle (organismos ndo expostos ao 6leo) localizadas no litoral Sul do Estado de
Pernambuco, e controle (4gua de cultivo de laboratorio). Os * significam diferenca
significativa em relacéo ao controle.

Podemos observar na figura 3, que houve uma variagao significativa no percentual
de fémeas (KRUSKAL-WALLIS, H = 14,22; p = 0,007). Os valores variaram de 15,9%
(Controle) a 47,9% (Enseada dos Corais). Os grupos expostos ao 0leo coletado em
Enseada dos Corais e Paiva apresentaram um percentual de fémeas significativamente
superior (Dunn, p<0,05) em relacdo ao controle. Com isso, podemos dizer que é possivel

verificar uma feminizacdo da populagdo nesses grupos.
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Figura 3 — Percentual de fémeas na populagdo (média + desvio padrdo) de Tisbe
biminiensis (Copepoda, Harpacticoida) ao final de 30 dias de exposicéo ao 6leo bruto
coletados em 4 praias do litoral pernambucano (Xaréu, Enseada dos Corais, Cupe e
Paiva) e Controle (organismos ndo expostos ao 6leo) localizadas no litoral Sul do
Estado de Pernambuco, e controle (d4gua de cultivo de laboratério). Os * significam
diferenca significativa em relacéo ao controle.

5.2 Segundo Bioensaio: Interacdo Copepoda e éleo

Com as observac0es realizadas durante o segundo bioensaio, foi possivel verificar
que os copépodos forragearam o 6leo contido nos recipientes-testes (observacao da autora
e registro em video).

Os registros fotograficos (Figura 4) realizados das pelotas fecais, demonstraram
varios fragmentos de 0leo, sugerindo que o copépodo entra em contato com o 0leo,
fragmentado, ingerindo e depois excretando-o em tamanho menor.

Além da presenca de 6leo nas pelotas fecais, verificamos também manchas de éleo

no corpo dos animais, conforme mostrado na Figura 5.

Figura 4 — Registro fotografico das pelotas fecais de Tisbe biminiensis (Copepoda,
Harpacticoida) expostos por 30 dias ao 6leo coletado no litoral pernambucano no ano de 2019.
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Figura 5 — Registro fotografico de Tisbe biminiensis (Copepoda, Harpacticoida) expostos por 30
dias ao 6leo coletado no litoral pernambucano no ano de 2019.

5.2 Terceiro Bioensaio: Sobrevivéncia na FSO

Nesse bioensaio foi avaliada a sobrevivéncia dos organismos submetidos a FSO, os
resultados podem ser visualizados na figura 6. Nao foi observado efeito letal nos grupos
expostos a FSO (KRUSKAL-WALLIS, H = 2, 571; p = 0,632), a sobrevivéncia dos
grupos apresentou valores superiores a 80% (controle = 83%, Xaréu = 98%, Enseada dos
Corais = 72%, Suape = 89% e Paiva = 92). Desta forma, podemos sugerir que o 6leo nao
tenha liberado a fragdo soltvel na 4gua do mar, durante o processo de obtengdo da FSO

e, consequentemente, ndo interferindo na sobrevivéncia dos organismos.

Sobrevivéncia
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Figura 6— Percentual de sobrevivéncia na populacdo (média + desvio padrao) de

Tisbe biminiensis (Copepoda, Harpacticoida) ao final de 7 dias de exposi¢éo a Fracéo
Soluvel 6leo coletados nas praias de Xaréu, Enseada dos Corais, Suape e Paiva.
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Localizadas no litoral Sul do Estado de Pernambuco, e controle (dgua de cultivo de
laboratorio).

6 DISCUSSAO

Gurung et al., (2021), em seus estudos observaram que o0 contato direto com a
fracdo bruta do 6leo durante a embriogénese, causa defeitos cardiovasculares em killifish
do Golfo (Fundulus grandis). Os efeitos significativos em embries expostos ao 6leo,
incluiram aumento da taxa de pulso, reducdo da velocidade média do fluxo sanguineo, da
taxa de fluxo volumétrico e diminui¢do da pulsatilidade. Demonstrando que embrides, de
aparéncia normal expostos ao 6leo, retém defeitos cardiovasculares subjacentes. Além
disso, 0o hematocrito aumentou moderadamente em embrides expostos ao 6leo. Este

estudo destaca os efeitos subletais da exposicdo ao petroleo.

Cave e Kajiura (2020), ao testarem se a exposicdo ao 6leo cru prejudicava as
capacidades eletrorreceptivas de peixes elasmobranquios. Observaram que as arraias
expostas ao 6leo, continuaram a exibir comportamento alimentar. Mas eles iniciaram
orientacGes para campos elétricos, simulando presas de uma distancia de orientacéo
significativamente mais proxima. As arraias expostas ao 0leo, portanto, exibiram uma
resposta a um estimulo aproximadamente 4,7 vezes maior do que os controles. As arraias
impactadas por um derramamento de 6leo, parecem apresentar reducdo da capacidade

eletrossensorial, 0 que pode prejudicar o condicionamento fisico delas.

Estudos documentaram, que mudangas na abundancia e composicdo da
comunidade de invertebrados de praias, podem durar de semanas a alguns anos apés 0s
derramamentos de oOleo (BEJARANO e MICHEL, 2016). No presente estudo, foi
observado que a FBO a qual contaminou o litoral pernambucano, impactou 0 nimero
médio de copépodos de Tisbe biminiensis (Copepoda, Harpacticoida), assim como o

numero de individuos da populacéo e o percentual de fémeas em relacdo a populagao.

Efeitos mais duradouros (décadas), sdo provaveis de ocorrer em &areas com a
persisténcia do 6leo, com atividades limitadas ou sem limpeza, ou quando o Oleo
permanece sequestrado sob o substrato e protegido da biodegradacdo e intemperismo
fisico (BEJARANO e MICHEL, 2016). Assim como foi possivel observar, que o 6leo
que atingiu o litoral pernambucano em 2019, apresentou comportamento distinto em

diferentes praias do litoral. Onde algumas tiveram quase a sua totalidade do éleo retirado,

26



em outras praias e estuarios essa retirada nao foi possivel, devido a presenca de formacdes
rochosas, recifes e as arvores de mangue. Tudo isso contribuindo para a permanéncia do
6leo nesses ambientes. Sendo assim, € possivel prever que os efeitos do 6leo podem

persistir por um longo periodo.

Uma diminuicéo significativa no nimero de copépodos em uma populacao, fato
observado no presente estudo, ira refletir de forma negativa no crescimento populacional,
e consequentemente na perpetuacdo da espécie. Sendo assim, vemos que 0 nimero de
copépodos e 0 nimero de individuos da populacdo apresentaram relagdes bem préximas.
Esses parametros em conjunto, nos ddo uma ideia de que o 6leo afeta de forma negativa
a espécie. O que pode acarretar uma provavel extin¢do, na comunidade afetada por esse
fator (contaminac&o do 6leo). E necessario ainda, levar em considerac&o que um impacto
em determinada populacdo, ira repercutir nos demais elos da cadeia alimentar. Tendo
potencial para provocar uma diminui¢do dos recursos pesqueiros, isso pensando de forma

ecoldgica, abrangendo a interacdo entre populagoes.

Os estudos de Belal (2019), corroboram com a presente pesquisa. Uma vez que
estudou a resposta de macro-invertebrados benténicos na Baia de Suez, onde houve um
grande derrame de Oleo. Ele realizou duas coletas, sendo a primeira anterior ao derrame,
e segunda posterior ao derrame do 6leo. Com seus estudos, verificou que a densidade foi
menor na coleta feita apds o derrame. Sendo assim, podemos concluir que o dleo impacta
negativamente 0s organismos que sdo expostos a ele, seja atraves da diminuicdo de sua

abundancia, nimero de individuos e/ou crescimento populacional.

No presente estudo, constatamos que o 6leo interage com a espécie estudada, pois
verificamos tragos de 6leo no corpo do animal e nas pelotas fecais. Sendo assim, podemos
afirmar que o 6leo coletado no litoral pernambucano, pode ser ingerido pelos organismos
bentdnicos causando efeitos subletais, além disso, esse 6leo pode ser fragmentado em
particulas ainda menores e ficar disponivel para outros grupos da cadeia alimentar
marinha, seja pela ingestdo de organismos contaminados ou pela fragmentacdo em
particulas ainda menores contidas nas pelotas fecais.

Tal fato foi corroborado por Campelo et al. (2021), quando observou manchas de
6leo no corpo de animais zooplanctdnicos, com evidéncias de contaminacdo por 6leo em

zoeas de Brachyura e Copépoda Calanoida.
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Com relacdo a proporcdo sexual, observou-se no presente estudo uma tendéncia a
feminizacédo da populacdo nos pontos Enseada dos Corais e Paiva. Isso mostra que nessa
mistura complexa, que é o HPA (Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos), ha

compostos que sdo desreguladores enddcrinos, levando a ocorréncia de mais fémeas.

Kang et al. (2019), estudando o efeito de conservantes microbianos, também
observaram uma feminizacdo de Tigriopus japonicus, quando expostos ao
propilparabeno. Além disso, verificou uma diminuicdo na taxa de crescimento. Esses
fatos foram comprovados no presente estudo, onde foi encontrado uma feminizagdo com

diminuicdo da populagéo.

Quando corre uma contaminagdo, como a ocorrida no litoral pernambucano em se
tratando de petrdleo, é esperado que uma fracdo consiga se dissolver na agua, ficando
biodisponivel para organismos plancténicos. No presente estudo, ndo foi observado efeito
letal da FSO.

Monteiro et al., (2018), também avaliou os efeitos da fracdo bruta e solivel do
6leo, sobre a sobrevivéncia de 12 espécies de nematoides bacterivoras de vida livre de
ambientes marinhos, de agua doce e de solo. Chegando a concluséo de que a FSO era tdo
toxica (ou ainda mais tdxico), para algumas das espécies de nematodas testadas quanto o
FBO.

No geral, os nematoides marinhos eram mais sensiveis do que os organismos de
agua doce. As sensibilidades das espécies ao 6leo, ndo seguiram padrdes de relacdo
taxonémica. Contradizendo a ideia de que espécies estreitamente relacionadas devem

responder intrinsecamente de forma semelhante a poluicdo (MONTEIRO et al., 2018).

Nikinmaa et. al., (2019), afirmou que, a fragdo soltvel em agua, do petréleo bruto,
afeta a variabilidade interindividual no fendtipo e tem efeitos transgeracionais em
Daphnia magna. O estudo usou o0s organismos clonais, e foi possivel excluir a
possibilidade de que as alteracdes observadas fossem causadas por variabilidade. Obteve
como resultado também que o0s animais expostos a FSO, tiveram uma diminui¢do de 30%
na taxa de consumo de oxigénio em 48 h em comparacdo com controle que ndo teve
alteracdo na média de consumo de oxigénio. A clonal Daphnia magna também poderia
ser usada para estudar os efeitos transgeracionais sem alteracdes genéticas, uma vez que
as diferentes geracdes sdo geneticamente idénticas. O estudo mostrou que de oxigénio

nas geracdes F1 e F2 de Daphnia diminuiram em relacéo a FO geracgdo parental. Também

28



foram menores do que na prole de 30% de espécimes expostos ao FSM. Mostrando assim

os resultados das contaminacgdes ambientais.

Braga et.al., (2018) avaliaram as respostas genotdxicas a fracdo solivel do 6leo
diesel no poliqueta Laeonereis culveri e o bivalve Anomalocardia flexuosa. Estudaram a
capacidade de resposta ao 6leo diesel a partir de dois fatores (porcentagens de
contaminantes e tempo de exposi¢do). Apos a exposi¢do, foi monitorado as respostas das
enzimas do estresse oxidativo. Os resultados foram congruentes para ambas as espécies.
Defesa antioxidante da glutationa S-transferase e da inducdo de micronucleos e gemas
nucleares, esta Ultima apenas para o bivalve, foram significativamente afetadas por
hidrocarbonetos arométicos, com aumentos significativos no sétimo dia de exposicao e
nas concentragdes, em comparagd0 com 0s grupos controles. Mostrando que o0s

hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, afetaram as espécies estudadas.

Os resultados obtidos por Monteiro et al. (2018), Braga et.al., (2018) e Nikinmaa
et. al., (2019) nos leva a pensar por que a sobrevivéncia foi tdo elevada no presente estudo
visto que a FSO pode vir a ser até mais toxica do que a FBO. Neste sentido, deve-se
levantar a seguinte hipdtese: que o 6leo tenha viajado por muito tempo,

subsuperficialmente, fazendo com que a FSO fosse liberada ao longo do seu percurso.

7 CONSIDERACOES FINAIS

O ¢leo bruto que contaminou as praias de Pernambuco tem elevada toxicidade,
reduziu significativamente o nimero de copépodos, o nimero total de individuos na
populacdo, além de causar uma feminizagdo. Tais efeitos podem impactar diretamente a
teia alimentar, pois resulta em diminuicdo de fontes energéticas para 0s sucessivos niveis
da cadeia.

Registros fotograficos mostraram que o 6leo bruto impregnou o aparelho bucal e 0
tecido corporal de T. biminiensis, além disso, esse organismo fragmentou em particulas
menores excretando através de suas pelotas fecais, fazendo com que esse 6leo fosse
acessivel para outros organismos.

Além de impactar diretamente a espécie que pode vir a entrar em colapso
populacional a longo prazo, pode interferir no equilibrio ecolégico do ecossistema e
refletir na capacidade de pesca e, consequentemente, na economia local.
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A FSO, proveniente do 6leo coletado em 4 praias do litoral pernambucano, nédo
causou efeito letal aos grupos expostos. Sugerindo assim, que o 6leo nédo liberou a sua
fracdo solUvel na agua do mar, durante o processo de obtencdo da mesma, e

consequentemente, ndo interferiu na sobrevivéncia dos organismos.
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