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RESUMO

A exploracdo de petroleo e gas tem grande importancia econdmica no Brasil, estando entre as
principais fontes energéticas do pais. A cadeia produtiva de exploracdo desses recursos ¢
responsavel pela geragdo de diversos residuos, dentre os quais estd o cascalho de perfuracio de
pocos. Esse residuo pode apresentar propriedades quimicas de interesse aos setores agricola nao-
alimenticio, florestal e na recuperagdo de areas degradadas, além do potencial uso na formulagao
de um adubo ou fertilizante organomineral. Entretanto, sdo necessarias evidéncias para encontrar
proporcdes seguras para a sua aplicacao em solo, devido a presenga de possiveis contaminantes
(p.ex., sais, metais e derivados do petroleo), especialmente devido as altas concentragdes de sodio
(Na), que podem ser prejudiciais ao ecossistema. Dessa forma, os objetivos da presente dissertagao
foram avaliar a ecotoxicidade de trés cascalhos de perfuragdo: cascalho oriundo de pogo onshore
localizado em Sergipe/Brasil; e de pogos offshore, pré-sal e pos-sal (profundidade de 4.450 a 4.520
m e 3.400 m, respectivamente) da costa brasileira, em diferentes proporgoes, para invertebrados do
solo, e para plantas terrestres e aquaticas. Para tanto, foram testadas proporcdes entre 0,1 a 25%,
em Solo Artificial Tropical (SAT), seguindo normas ABNT/ISO para os ensaios de: a) reproducao
de colémbolos (Folsomia candida, Proisotoma minuta ¢ Sinella curviseta) e enquitreideos
(Enchytraeus crypticus); b) fuga de colémbolos e minhocas (F. candida e Eisenia andrei); c)
germinagdo e crescimento de alface (Lactuca sativa) e de bracatinga (Mimosa scabrella), adaptado
por Silva (2019), e de crescimento da macroéfita aquatica lemna (Lemna minor). Para a andlise de
dados empregou-se Andlise de Varidncia (ANOVA), seguida do teste de Dunnett (»<0,05), ou por
Kruskal-Wallis, quando os dados ndo seguiram as premissas de normalidade e homogeneidade, e
para os resultados de fuga utilizou-se o teste exato de Fisher. Observou-se que os cascalhos
apresentam: 1) diferenca na sua toxicidade; 2) efeito negativo sobre a reproducdo de colémbolos
P. minuta e F. candida, em diferentes proporc¢odes; 3) efeito negativo sobre a reproducao de
enquitreideos E. crypticus, nas maiores proporcdes; 4) efeito de fuga para colémbolos F. candida
e E. andrei; 5) menor efeito sobre o crescimento de plantas; 6) os invertebrados edaficos sdo mais
sensiveis do que as plantas. A Concentragdo de Efeito para 50% (CE50) para P. minuta, F. candida
e E. crypticus com cascalho onshore foi de 7,2%, 12,5% e 25,8%, para o cascalho pré-sal foi de
0,11%, 2,82% e 4,32%, e de cascalho pos-sal foi de 0,81%, 2,53% e 2,16%, respectivamente.
Conclui-se que hé potencial de uso dos cascalhos para a elaboracao de um adubo organomineral, e
que alternativas de tratamento que reduzam a concentracdo de Na, podem permitir o uso de
propor¢des maiores, o que deverd ser avaliado com ensaios de ecotoxicidade. Portanto, para as
proximas etapas, recomenda-se estudos com propor¢des de até 1% de cascalho, e deve-se
considerar a concentra¢ao de Na de cada lote de cascalho.

PALAVRAS-CHAVE: Cascalho maritimo e terrestre. Ecotoxicologia terrestre. Residuos.
Salinidade.



ABSTRACT

The exploration of oil and gas has great economic importance in Brazil, being among the main
energy sources in the country. The productive chain of exploration of these resources is responsible
for the generation of diverse waste, among these is the drilling cuttings. This residue has chemical
properties of interest to the non-food agricultural and forestry and in the recovery of degraded
areas, presenting the potential use in the formulation of a fertilize or organomineral fertilizer.
However, evidence is necessary to find safe proportions for the application in soil, due to the
presence of possible contaminants (e.g., salts, metals, and petroleum derivates), especially due to
the high concentrations of sodium (Na), which can be harmful to the soil ecosystem. Aims of this
dissertation were to evaluate the ecotoxicity of three drilling cuttings: cuttings from an onshore
well located in Sergipe/Brazil; and from offshore, pre-salt and post-salt (depth of 4,450 to 4,520 m
and 3,400 m, respectively) off the Brazilian coast, in different proportion, for soil invertebrates,
and terrestrial and aquatic plants. Proportions between 0.1 and 25% were tested in Tropical
Artificial Soil (TAS), Following ABNT/ISO norms for the tests: a) reproduction of springtails
(Folsomia candida, Proisotoma minuta, and Sinella curviseta) and enchytraeids (Enchytraeus
crypticus); b) avoidance of springtails and earthworms (F. candida and Eisenia andrei); c)
germination and growth of lettuce (Lactuca sativa) and tree species bracatinga (Mimosa scabrella),
adapted by Silva (2019), and growth of duckweed (Lemna minor). For data analysis, was used
Analysis of Variance (ANOVA), followed by Dunnett’s test (p<<0.05), or by Kruskal-Wallis, when
the data did not follow the assumptions of normality and homogeneity, and for the avoidance test
by Fisher’s exact test was used. Was it observed that the cuttings present: 1) difference in their
toxicity; 2) negative effect on the reproduction of springtails P. minuta ¢ F. candida, in different
proportions; 3) negative effect on the reproduction of enchytraeids E. crypticus, in the highest
proportions; 4) avoidance effect for springtails F. candida and E. andrei; 5) less effect on plant
grow; 6) edaphic invertebrates are more sensitive than plants. The Effect Concentration for 50%
(EC50) for P. minuta, F. candida and E. crypticus with onshore cutting was 7.2%, 12.5% and
25.8%, for pre-salt cutting it was 0.11%, 2.82% and 4.32%, and post-salt cutting was 0.81%, 2.53%
and 2.16%, respectively. Was it concluded, that there is potential for the use of cuttings to the
elaboration of the organomineral fertilizer, and treatment alternatives that reduce the Na
concentration may allow higher proportions use, which should be measured with ecotoxicity tests.
Therefore, for the next steps, it is recommended to use proportions until 1% and consider the Na
concentration of each cuttings lot.

KEYWORDS: Marine and terrestrial cuttings. Salinity. Terrestrial ecotoxicology. Waste.
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INTRODUCAO GERAL

A definicao de estratégias de gestdo de residuos ¢ uma tarefa complexa e desafiadora, que
envolve diversas variaveis, e ¢ influenciada por aspectos técnicos especificos, os quais devem ser
ponderados para a escolha de meios alternativos de destinagio (DE ALMEIDA; ARAUJO;
MEDEIROS, 2017; RIPA et al., 2017). A industria petrolifera ¢ responsavel por gerar grandes
volumes de residuos liquidos e sdlidos, com potencial de contaminag¢dao para o solo e a agua,
podendo afetar sua biota (KOEHLER, 2012). Entre os residuos solidos esta o cascalho de
perfuragdo de pogos de petroleo, formado por fragmentos de rochas, e que pode conter fluido de
perfuracao, o qual pode conter elementos como a baritina (BaSO4), sodio (Na), hidrocarbonetos e
metais (FAM; DUSSEAULT; FOOKS, 2003; POZEBON et al., 2005; ABBE; GRIMES;
FOWLER, 2011; FREITAS et al., 2015).

Em geral, as caracteristicas fisicas e quimicas do cascalho dependem da geologia local,
técnica empregada, e do tipo de fluido utilizado, assim como também dependera do método usado
para a recuperacdo do fluido (AI-ANSARY e AI-TABBA, 2007). Segundo a classificacdo de
residuos ABNT — 10004 (BRASIL, 2004), o residuo gerado pela perfuragdo dos pogos de petréleo,
cascalhos contendo fluidos da perfuragdo, classificam-se como Classe II A — ndo perigosos e ndo
inertes (BENAZZI, 2015).

A classificacdo das atividades de exploracdo e producdo de petrdleo e gis pode ser
subdividida em onshore e offshore. Conforme o Decreto Federal n® 8.437 de 22/04/2015, ¢ definido
onshore como “ambiente terrestre ou area localizada em terra” e define offshore como “ambientes
marinho e zona de transi¢cdo terra-mar ou area localizada no mar”. De modo que a definigdo
onshore, nos remete a perfuragdo e producdo de petréleo em ambiente terrestre, e o offshore em
marinho. Atualmente, destaca-se a relevancia dos estudos com cascalho offshore, visto que a maior
parte dos 2,9 milhdes de barris/dia de petréleo produzidos no Brasil provém do petroleo do pré-sal,
que alcancou a produc¢dao média de 2 milhdes de barris/dia, e correspondendo a cerca de 69,4%
(ANP, 2021). No Brasil, a destina¢do mais utilizada para o descarte do cascalho offshore ¢ em mar
(KOEHLER, 2012), e o cascalho onshore sendo em aterros industriais.

O desenvolvimento de tecnologias para o seu tratamento e gerenciamento ¢ de interesse
tanto dos 6rgdos ambientais quanto da industria petrolifera. Assim, estudos tém buscado um melhor

entendimento de possiveis formas de tratamento e de destinagao, utilizando tecnologias disponiveis
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e aplicaveis a realidade brasileira, além de uma melhore compreensdo dos custos e beneficios
ambientais, sociais ¢ econdmicos sdo desafios pela busca a melhor alternativa para a destinagao
final (IBP, 2021). Embora sejam materiais com constituicdes variaveis, apresentam componentes
potencialmente reutilizaveis (ABBE; GRIMES; FOWLER, 2011) e de interesse econdmico. Uma
possivel alternativa para destinacdo destes residuos esta na utilizacdo como insumo para os setores
agricola ndo-alimenticios, florestais ou para recuperagdo de areas degradas. Estudos realizados por
Magalhaes (2016), Machado (2018) e Do Amaral Sobrinho (2018), demonstraram que, quando os
residuos sao inadequadamente dispostos nos solos, podem elevar os valores de concentracao de Ba
e Na; entretanto, o Ba apresentava-se em baixa solubilidade, o que gera problemas somente em
altas concentragdes e condi¢des extremas de redugdo. Os autores concluiram que o maior limitante
encontrado ¢ o Na, dentre os elementos presentes nos residuos. Portanto, para o seu uso como
insumo, € necessario indicar as proporcdes seguras do cascalho em solo, tanto para invertebrados
como para as plantas.

Diante disso, a presente dissertacdo teve como objetivo avaliar a ecotoxicidade de
cascalhos de perfuracdo com diferentes origens e profundidades, onshore e offshore (pré-sal e poOs-
sal), para o ecossistema solo, visando estabelecer propor¢des seguras para o seu uso na formulagao
de um adubo organomineral. De modo que, realizou-se ensaios laboratoriais de ecotoxicidade
agudos e cronicos com invertebrados do solo, e ensaios de germinacao e crescimento com plantas
terrestres e aquaticas, por meio de elutriato na proporcao 1:10, residuo com solo:agua destilada.
Logo, esta dissertagao foi dividida em dois capitulos:

Capitulo 1. Cascalho de perfuragio de pogos onshore: efeitos para a fauna do solo e plantas.

Capitulo 2. Cascalho de perfuracao de pocos offshore da camada de pré-sal e pos-sal: efeitos

para solo da fauna e plantas.

Esta dissertacdo estd vinculada ao Programa de Pos-graduagao em Ecossistemas Agricolas
e Naturais (PPGEAN) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), Campus de Curitibanos,
que engloba entre seus objetivos a proposi¢ao de alternativas para a sustentabilidade dos sistemas

de producao.
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Capitulo 1

Cascalho de perfuracio de pocos onshore: efeitos na fauna do solo e
plantas
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RESUMO

O cascalho de perfuragao ¢ um dentre diversos residuos gerados na cadeia produtiva da extracao
do petrdleo, caracteristico por apresentar fragmentos de rocha e pela presenga de fluidos de
perfuracdo. A sua destinagdo apresenta um desafio por apresentar elementos como
hidrocarbonetos, sais ¢ metais, sendo caracteristico altas concentragdes de s6dio (Na) e bario (Ba)
que podem ocasionar problemas ambientais a depender da sua concentra¢ao. Devido grande
volume gerado, hd a necessidade de tratamento e destinagdo adequados sob a perspectiva
econdmica ¢ ambiental. A aplicacdo no solo apresenta-se como uma alternativa de destinagao e
uso, considerando suas caracteristicas quimicas e seu potencial para uso em areas agricolas,
florestais e em recuperagdo de areas degradas. Diante das incertezas dos seus efeitos em solo, se
faz necessario identificar a sua viabilidade da perspectiva ambiental. O presente estudo teve como
objetivo analisar a ecotoxicidade do cascalho em solo sob diferentes proporg¢des (até 25%; p/p),
buscando doses seguras para as aplicacdes, de modo a assegurar a manutengdo dos servigos
ecossistémicos relacionados a qualidade do solo. Foram realizados experimentos laboratoriais € em
casa de vegetagdo, com aplicagdes em solo artificial tropical, seguindo normas ABNT ou ISO:
ensaios de fuga com colémbolos (Folsomia candida), de reproducdo com colémbolos (F. candida
e Proisotoma minuta) e enquitreideos (Enchytraeus crypticus), de crescimento da macrofita
aquatica (Lemna minor), e germinagdo e crescimento da espécie arborea pioneira bracatinga
(Mimosa scabrella). Os resultados indicaram que propor¢des acima de 5% causam efeitos,
principalmente para o sistema radicular das plantas, enquanto que, dentre os invertebrados, a
sensibilidade para reproducgdo foi maior na seguinte ordem: P. minuta>F. candida>E. crypticus,
com Concentragcdo de Efeito para 50% (CE50) de 7,2%, 12,5% e 25,8%, respectivamente. As
avaliagdes indicaram que a aplicacdo do cascalho pode gerar impactos ao ecossistema solo, a
depender da sua propor¢ao. Recomendamos avaliagdes a campo com as doses abaixo de 5%, além
do estudo dos efeitos em solo natural e sob variagdes abidticas.

Palavras-chave: Ecotoxicologia terrestre. Invertebrados do solo. Residuo. Salinidade.
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1 INTRODUCAO

A industria petrolifera ¢ geradora de grandes volumes de residuos liquidos e sélidos, com
potencial de contaminagdo para o solo e a adgua, podendo afetar sua biota (KOEHLER, 2012).
Dentre os materiais gerados da demanda do petréleo e gas natural estdo os solidos, fragmentos e
cascalhos com fluido de perfuracdo, e liquidos, os fluidos de perfuragao, que formam volume
significativo de residuos (MAGALHAES et al, 2016; SAEEDI et al., 2020).

O cascalho de perfuracdo ¢ gerado em grande volume, suas caracteristicas apresentam-se
de formas heterogéneas, a depender do local de origem (Al-ANSARY e AlI-TABBA, 2007). Os
cascalhos podem conter fluido de perfuragdo, o qual pode conter elementos como a baritina
(BaS04), sodio (NaCl), hidrocarbonetos e metais pesados (FAM; DUSSEAULT; FOOKS, 2003;
POZEBON et al., 2005; FREITAS et al., 2015; DE ALMEIDA; ARAUJO; DE MEDEIROS,
2017).

Quando as substancias com potencial contaminante presentes nos residuos sdo
neutralizadas ou removidas, o seu uso em solo pode ser viavel (BALL; STEWART;
SCHLIEPHAKE, 2012) buscando melhorar a qualidade fisica, quimica e bioldgica do solo, como
por exemplo, na recuperagdo de areas degradadas. Porém, no caso do cascalho de perfuragado, seu
descarte ou aplicacdo no solo ainda € pouco reportado em estudos, avaliando as propor¢des seguras,
tanto para invertebrados como para as plantas, e que ndo acarretem em contaminagao do solo e da
agua (FREITAS et al., 2015; DO AMARAL SOBRINHO et al., 2018). De acordo com Benazzi
(2015), o cascalho onshore, de origem terrestre, pode apresentar efeito positivo sobre o crescimento
de plantas em baixas proporcdes, porém os resultados indicaram uma maior sensibilidade dos
organimos edaficos, no qual mesmo em baixas proporcdes (0,25 e 0,5%; p/p) observou-se efeitos
toxicos para a meso € macrofauna tanto em ensaios agudos como crénicos.

Os ensaios ecotoxicoldgicos sdo importantes ferramentas para avaliar o potencial de
toxicidade que um residuo, como a presen¢a de contaminantes que ndo sao incluidos nas analises
quimicas, bem como na identificagcdo de doses potencialmente tdxica para a biota do solo (CESAR
et al., 2015), de modo a auxiliar na determinagdo de proporg¢des seguras € que nao causem riscos
para os ecossistemas. Segundo a norma ABNT NBR/ISO 15799 (ABNT, 2011a), em se tratando
de areas contaminadas ou aplicacdo de residuos, tanto a funcdo de habitat quanto a funcao de

retengdo do solo devem ser avaliadas. A primeira refere-se & manutencdo das populacdes de
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organismos terrestres, enquanto a Ultima refere-se a capacidade do solo em reter os contaminantes,
evitando a contaminagdo dos ecossistemas aquaticos adjacentes.

Considerando que a deposicao do cascalho em solo pode influenciar o ecossistema devido
a contaminantes presentes, este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da aplicagao do
cascalho onshore sobre o solo para representantes da fauna edafica, buscando determinar doses
seguras para a formulag¢do de um adubo organomineral. Foram realizados ensaios de ecotoxicidade
de acordo com os protocolos ABNT/ISO para avaliar a fuga e a reprodugdo de colémbolos comuns
em areas agricolas e florestais, a reprodu¢do de enquitreideos, o crescimento de uma espécie

arborea pioneira e efeitos sobre o crescimento de macrofita aquatica.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Cascalho

O cascalho de perfuragao usado nesse estudo ¢ de origem de pogos onshore localizado em
Alagoas, Brasil, oriundos da atividade de produgdo da Petréleo Brasileiro S.A. (PETROBRAS)
especificamente da perfuragdo do poco 7-SMC 50-D AL da UNSEAL pela sonda SC-82, em Sao
Miguel dos Campos-AL. A caracterizagdo da amostra composta por uma mistura de material

coletado a cada 8 metros de profundidade de cascalho ¢ apresentada na Tabela 1.

Tabela 1. Caracteriza¢do quimica (teores pseudototais) de nutrientes ¢ metais nos cascalhos onshore, de cascalho de
perfuragdo do pogo 7-SMC 50-D AL da UNSEAL da Petrobras.

Determinagdes Cascalho onshore
mg kg-!

P 6.245,60
K 1.153,90
Ca 40.473,20
Mg 13.947,30
Fe 16.235,40
Cu 24,03
Mn 272,89
Zn 61,57
Na 5.868,34
Al 2.498,91
Pb 12,60
Cd 0,26
Ni 8,16
Cr 18,04

2.2 Solo-teste

O solo utilizado nos ensaios laboratoriais foi o solo artificial tropical (SAT) (Apéndice A),
seguindo os critérios estabelecidos pela OECD 226 (OECD, 2016), composto por 75% areia fina,
20% de caulim e 5% de pd de fibra de casca de coco (p/p). O pH foi ajustado para 6,0 = 0,5 com a
adi¢do de CaCOs. Ao inicio de cada ensaio, todos os tratamentos tiveram sua umidade ajustada

para 50% da capacidade de retengdo de adgua.
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2.3 Organismos-testes

Os ensaios de ecotoxicidade foram conduzidos utilizando as espécies Enchytraeus
crypticus (Annelida: Enchytraeidae), Folsomia candida e Proisotoma minuta (Colembola:
Isotomidae), a espécie arborea Mimosa scabrella Benth. (Fabaceae) e a macroéfica aquatica Lemna
minor L. (Lemnaceae).

Os invertebrados terrestres foram cultivados em ambiente controlado, com temperatura de
20 £ 2 °C, fotoperiodo de 12:12 h (claro:escuro). Os enquitreideos (Apéndice B) foram cultivados
em recipientes plasticos com tampas perfuradas contendo uma camada de SAT umedecido,
seguindo as recomendagdes da norma ABNT NBR/ISO 16387 (ABNT, 2012). Os organismos
foram alimentados com farinha de aveia trés vezes por semana. Os enquitreideos usados nos
ensaios de reproducgdo apresentavam clitelo desenvolvido.

Os colémbolos (Apéndice C) foram cultivados em recipientes plasticos com tampas
perfuradas, contendo o meio de cultivo de gesso de Paris e carvao ativado (10:1), umedecido com
agua destilada, alimentados com fermento bioldgico (Saccharomyces cerevisiae) trés vezes por
semana, seguindo as recomendag¢des da norma ABNT NBR/ISO 11267 (ABNT, 2011). Nos
ensaios, foram usados colémbolos juvenis com 10 e 12 dias de idade, oriundos de cultivos
sincronizados.

As macrofitas aquaticas (Apéndice D) foram cultivadas em recipientes plasticos com meio
Steinberg, com pH ajustado para 5,5 com adi¢ao de HCI, em temperatura de 24 + 2°C, fotoperiodo
de 16h:8h (claro:escuro), luz com de intensidade de 6.100 lux, e seguindo as recomendagdes da
norma ISO 20079 (2005).

As sementes de bracatinga (Apéndice E) foram coletadas na comunidade Dez de

Novembro, no municipio de Fraiburgo, Santa Catarina, Brasil.

2.3.1 Ensaios de fuga

Os ensaios de fuga com colémbolos da espécie F. candida seguiram a norma ISO 17512-2
(ISO, 2011). Foram avaliadas as proporg¢des de 0,1%, 0,25%, 0,5%, 1% e 10% de cascalho em
SAT. Os recipientes foram divididos com um separador em duas se¢des, uma contendo 30 g de
solo controle, e a outra contendo 30 g do solo com a aplicac¢do de cascalho (Apéndice F). Na linha

central, foram adicionados 20 organismos adultos em cada réplica. O ensaio foi realizado com



23

cinco réplicas para cada tratamento, sendo incubado por 48 h, sob temperatura de 20 + 2°C e
fotoperiodo de 12:12 h (claro:escuro). Apds este periodo, foi reinserida a divisdria, separado o solo
controle do solo contaminado, e adicionada agua destilada e gotas de tinta de carimbo,
possibilitando a contagem do nimero organismos em cada lado da caixa. Como referéncia, foi
realizado o dual-test, onde ambas as se¢des receberam solo controle, onde ¢ esperado se observar
uma distribuicdo aleatéria dos organismos entre os dois lados da caixa. Os ensaios de fuga com
colémbolos foram considerados validos quando obtida a distribui¢ao aleatéria no dual-test e com

o percentual de letalidade inferior a 20% dos organismos adultos.

2.3.2 Ensaios de reprodugdo com colémbolos

Os ensaios de reproducao com colémbolos das espécies F. candida ¢ P. minuta (Apéndice
QG), seguiram as recomendacdes da norma ABNT NBR/ISO 11267 (ABNT, 2011). Os ensaios
foram realizados em recipientes com capacidade para 125 mL, com 30 g de solo controle ou solo
teste, com cinco réplicas para cada tratamento mais uma réplica adicional para determinagdo de pH
e umidade ao final do ensaio. Dez organismos com idade entre 10 e 12 dias foram adicionados em
cada réplica. Os ensaios foram incubados a 20 =+ 2°C, e fotoperiodo de 12:12 h (claro:escuro), com
adicdo de alimento no 1° e no 14° dia, com aproximadamente 2 mg de fermento biologico (S.
cerevisiae). As réplicas foram abertas duas vezes na semana para permitir as trocas gasosas. A
reposicao da umidade perdida foi realizada semanalmente pela adicao de agua destilada. Os ensaios
foram finalizados ao 28° dia com a adi¢do de 4gua e tinta de carimbo, permitindo o registro
fotografico e posterior contagem do ntimero de juvenis com o software ImageJ (SCHNEIDER;
RASBAND; ELICEIRI, 2012).

Os ensaios de reprodugdo com colémbolos foram considerados validos quando obtido no
controle (SAT) no minimo de 100 juvenis por réplica, sem exceder o coeficiente de variagdo de
30% e com o percentual de letalidade inferior a 20% dos organismos adultos, exceto para as

espécies alternativas.

2.3.3 Ensaios de reprodu¢do com enquitreideos

Os ensaios de reprodu¢do com enquitreideos seguiram a norma ABNT NBR/ISO 16387

(ABNT, 2012). Os ensaios foram realizados em recipientes com capacidade para 125 mL, com 30
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g de solo controle ou solo teste, com cinco réplicas para cada tratamento mais uma réplica adicional
para registro final de pH e umidade. Dez organismos clitelados foram adicionados em cada réplica.
Os ensaios foram incubados a 20 + 2°C e fotoperiodo de 12:12 h (claro:escuro), com adi¢ao de
alimento (aprox. 25 mg de aveia em flocos finos), abertura para aeragao e reposi¢do da umidade
realizados semanalmente. Os ensaios foram finalizados ao 28° dia com a adi¢do de alcool 70% ¢
algumas gotas de Rosa de Bengala para a fixacdo e coloragdo dos organismos (Apéndice H). A
contagem foi realizada apds 48 h, com o auxilio de lupa (40x).

Os ensaios de reproducao de enquitreideos foram considerados validos quando alcangado
nos controles (SAT) no minimo 25 juvenis por réplica, ndo excedendo 50% no coeficiente de

variagdo ¢ mortalidade dos organismos adultos inferior a 20%.

2.3.4 Ensaio de crescimento com a espécie arborea bracatinga

Os ensaios foram realizados segundo o protocolo adaptado por Silva (2019), a partir da
norma ABNT NBR/ISO 11269-2 (ABNT, 2014) para plantas agricolas. Nesta adaptacdo, ¢é
proposto o uso da espécie arborea bracatinga (M. scabrella), a qual ¢ uma espécie pioneira de
importancia ecoldgica por suas interagdes biodticas (com bactérias fixadoras de N, polinizadores,
etc.). Os ensaios foram conduzidos em casa de vegetacdo, na Universidade Federal de Santa
Catarina, Campus de Curitibanos, Santa Carina. Foram avaliadas as proporg¢des de 5; 10; 15 € 25%
de cascalho adicionado ao solo artificial. Cada tratamento foi composto de cinco réplicas com
aproximadamente 130 g de solo, umedecido até 50% da sua capacidade de retencdo de dgua (CRA),
onde foram adicionadas trés sementes. Apos o décimo dia, foi realizado o raleio, permanecendo
uma plantula por réplica.

Ao final de 35 dias, foi realizada a coleta das plantas remanescentes para as analises de
comprimento da raiz e parte aérea (cm), medida com o auxilio de uma régua (Apéndice I), e
determinagdo da massa seca da raiz e parte aérea, apds secagem em estufa de circulagdo forcada a

60°C até peso constante.

2.3.5 Ensaio de inibi¢ao de crescimento da macrofita aquatica Lemna minor (Lentilha d’agua)

Os ensaios com a macrofita aquética L. minor foram realizados utilizando proporcdes de

elutriatos de cascalho onshore. O elutriato foi elaborado na propor¢ao 1:10, residuo:adgua destilada,
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seguindo as recomendacgdes da norma ABNT NBR 15469 (ABNT, 2015). A mistura foi agitada
durante 24 horas e, apds a decantagdo dos solidos, foi retirado e centrifugado o sobrenadante por
30 minutos a uma velocidade de 3400 rpm.Foram avaliadas as propor¢des de 5, 10, 15, 20 e 25%
do elutriato, diluido no meio Steinberg, o qual foi usado como controle e também para o cultivo
das lemnas. Cada tratamento contou com cinco réplicas de 100 mL, em recipientes com didmetro
de 49 cm e altura de 5 cm. Em cada repeti¢do, foram adicionadas 12 frondes de L. minor, sendo
duas plantas com trés frondes e outras trés plantas com dois frondes.

O ensaio permaneceu em incubadora sob fotoperiodo de 16:8 h (claro:escuro) e temperatura
24 °C controlados durante sete dias (Apéndice J). Ao final do ensaio, foram avaliados os
parametros: nimero de frondes, comprimento das raizes (cm) e biomassa (mg). Nos ensaios com
as lemnas, também foram determinados os valores de pH e condutividade das dilui¢des do elutriato.
O ensaio foi considerado valido quando obtido no controle o aumento de sete vezes no nimero de

frondes.

2.4 Analise de dados

Para a analise de dados, foi utilizado o programa estatistico R Core Team (2020), exceto
para o ensaio de fuga, onde foi usado o teste exato de Fisher. Os resultados obtidos em solo teste
foram comparados ao solo controle através da Anélise de Variancia (ANOVA), seguida do teste
de Dunnett (p<0,05). A normalidade e homogeneidade das variancias foram testadas pelo teste de
Shapiro-Wilks e Bartlett, respectivamente. Os resultados dos ensaios de fuga foram analisados pelo
teste exato de Fisher (p<0,05), o qual assume o pressuposto que a hipotese nula apresenta 50% dos
organismos-teste no solo com o cascalho, ndo havendo fuga (NATAL-DA-LUZ; RIBEIRO;
SOUSA, 2004).

Para a determinagdo das concentracdes efetivas de efeito para 20% e 50% da populagao,
(CE20 e CESO, respectivamente), foi usada regressdo ndo linear, com o software estatistico

Statistica 7.0 (STATSOFT, 2004). No qual, os modelos Exponencial Linear, Logistico ¢ Hormesis.
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3 RESULTADOS
3.1 Ensaio de fuga

Os resultados da fuga de F. candida demonstraram que somente a maior propor¢ao testada
apresentou efeito de fuga quando comparado ao controle (p<0,05). Portanto, quando expostos ao
residuo na proporcio de 10%, correspondendo a concentragio de 586,83 mg kg! de sédio (Tabela
2), os organismos apresentaram comportamento de fuga, no qual 93,2% dos colémbolos foram

encontrados no solo controle (Figura 1).
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Figura 1. Comportamento de fuga dos colémbolos (F. candida), exposto ao cascalho de perfuragdo sob diferentes
proporgdes. Barras brancas representam o solo controle (SAT) e as escuras, o solo com aplica¢do de cascalho onshore.
Asteriscos (*) indicam diferencas significativas entre o nimero de organismos em solo controle e solo teste apos 48 h
de exposigdo segundo o teste exato de Fisher (p<0,05).

3.2 Ensaios de reproducio de invertebrados

Para a reproducao de colémbolos F. candida, houve reducdo estatisticamente significativa
de juvenis para na propor¢io de 15%, correspondendo a concentragio de 880,25 mg kg' de Na,
com Concentracao de Efeito CE20 5,00 (0,91-9,09) e CE50 12,51 (2,28-22,73) (Tabela 3). Para os
colémbolos P. minuta houve reducdo significativa nas proporg¢des a partir de 5%, com 293,41 mg

kg! de Na, com CE20 2,60 (0,06-5,14) e CE50 7,24 (3,93-10,55) (Figura 2).



27

(a) (b}
300 300
250 250
° @
c ‘=
£ 200 g 200
2, =
< 150 3 1m0
o e
L] QL
£ 100 £ 1m0 * " -
- =3
= = *
50 50 i
0 0 L] L - - - :
1% 2,5% 5% 7,5% 10% 15% co 1% 2,5% 5% 7.5% 10% 15%

Figura 2. Ntimero de juvenis de colémbolos (média + desvio padrdo) em ensaio de reprodugdo, expostos a proporgdes
de cascalho onshore em solo artificial tropical. (a) F. candida ¢ (b) P. minuta. Os asteriscos (¥) indicam diferengas
significativas (p<0,05) em relagdo ao controle segundo o teste de Dunnett (»p<0,05).

Em relacdo aos enquitreideos da espécie E. crypticus, representando os oligoquetas neste
estudo, apresentou reducdo significativa de juvenis somente na propor¢ao de 15% de cascalho,

CE20 15,55 (0-37,56) e CES0 25,80 (0-76,16) (Figura 3).
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Figura 3. Numero de juvenis de enquitreideos (E. crypticus) (média + desvio padrdo) em ensaio de reprodugdo,
expostos a proporgoes de cascalho onshore em solo artificial tropical. Os asteriscos (*) indicam diferengas
significativas (p<0,05) em relagdo ao controle segundo o teste de Dunnett (»p<0,05).

A Tabela 2 apresenta os valores das propor¢des de cascalho e as concentracdes de Na
equivalentes, determinados ao inicio dos ensaios, com base na andlise quimica das amostras
originais de cascalho. Os valores de Na apresentaram aumento a medida que a proporcao de

cascalho aumentou.
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Tabela 2. Concentragdes de soédio mg kgl (Na) respectivas as propor¢oes dos cascalhos de perfuragdo, com
granulometria de 1 mm (moido), onshore em Solo Artificial Tropical (SAT).

Tipo de Propor¢ao de Na

Cascalho cascalho (%)
0,10 0,58
0,25 14,67
0,50 29,34
1,00 58,68

Onshore 2,50 146,70
5,00 293,41
7,50 440,12
10,00 586,83
12,50 733,54
15,00 880,25
20,00 1.173,66
25,00 1.467,08

Nos ensaios de reprodu¢do o organismo mais sensivel foi o P. minuta, seguido pelo F.
candida, e o menos sensivel o E. crypticus. Como pode ser observado na Tabela 3.

Tabela 3. Valores da Concentragdo de Efeito (CE) das proporgdes as proporcdes (%) de cascalho onshore em Solo
Artificial Tropical (SAT) para a reproducdo de invertebrados de solo. Os valores entre parénteses indicam o intervalo

de confianga.

Cascalho Espécie teste Teste Proporcao Modelo
F. candida EC20 5,00% (0,91-9,09) Linear
EC50 12,51% (2,28-22,73)
Onshore P. minuta EC20 2,60% (0,06-5,14) Losistico
EC50 7,24% (3,93-10,55) &
E. crypticus EC20 15,55% (0-37,56) Hormesis
EC50 25,80% (0-76,16)

3.3 Ensaios de crescimento de plantas

Os resultados dos ensaios com a bracatinga indicaram reducdo significativa (p<0,05) para
comprimento da parte aérea e raiz em (cm), € massa seca da raiz (mg), porém nao foram observadas
para massa seca da parte aérea (mg). Para altura da parte aérea e massa seca (mg) de raiz, as
proporg¢des de 15% e 20% apresentaram efeitos toxicos, enquanto para o comprimento de raiz (cm),

nas condi¢des de estudo e quantificagdo, foi observada redugdo em todas as proporcdes (Figura 4).
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Figura 4. Crescimento ¢ biomassa (média + desvio padrdo) de bracatinga (Mimosa scabrella) exposta a diferentes
proporgdes de cascalho onshore em solo artificial tropical. (a) altura da parte aérea, (b) comprimento da raiz, (c) massa
seca da parte aérea, (d) massa seca da raiz. Os asteriscos (¥) indicam diferencas significativas (p<0,05) em relagdo ao

controle segundo o teste de Dunnett (p<0,05).

Os resultados dos ensaios realizados com a macrofita aquatica lemna (L. minor), usando os

elutriatos, ndo foram observadas diferencas significativas para o biomassa. Entretanto, todas as

proporgdes testadas causaram redugao significativa (p<0,05) tanto para o nimero de frondes, como

para o comprimento de raizes, quando comparadas ao Controle (Figura 5).
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Figura 5. Crescimento (média + desvio padrao) de macroéfitas (L.minor) expostas a diferentes propor¢des de elutriato
de cascalho onshore diluido em meio Steinberg. (a) nimero de frondes, (b) comprimento da raiz (cm), (c¢) biomassa
(mg). Os asteriscos (*) indicam diferengas significativas (p<0,05) em relagdo ao controle segundo o teste de Dunnett
(»<0,05).
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4 DISCUSSAO

4.1 Invertebrados de solo

No ensaio de fuga com F. candida, houve fuga na maior proporcao (10%), onde 93,2% dos
organismos foram encontrados no solo controle. Diante de mudangas na disponibilidade de ions ou
dgua no ambiente os organismos podem ter op¢des no espago, como a evasdo: assim evitando o
problema por migragao ou simplesmente escondendo-se, ou no tempo, como a dorméncia ou ciclo
reprodutivo que ovos resistentes permanecem no periodo mais dificil, sendo muito comuns entre
os invertebrados (WILLMER, 2001). E o comportamento de fuga pode ser compardvel a
reproducdo em relagdo a sensibilidade ao estresse salino (OWOJORI e REINECKE, 2009).

A reproducdo os colémbolos apresentaram maior sensibilidade, havendo diferenca na
sensibilidade entre as espécies de colémbolos, onde F. candida, a espécie padrao recomendada pela
Norma ISO/ABNT 11267, apresentou menor sensibilidade do que P. minuta, espécie comumente
encontrada em areas com plantios florestais. E dentre as trés espécies de invertebrados testadas, os
enquitreideos E. crypticus apresentaram a menor sensibilidade.

Dentre os contaminantes encontrados no cascalho destacam-se as altas concentragdes de
Na e Ba, (Tabela 1). Entretanto, a alta concentracdo de Ba encontrada no cascalho, de acordo com
Do Amaral Sobrinho et al., (2018), este elemento apresenta baixa mobilidade e biodisponibilidade
nas amostras de cascalho. Em estudo com FEisenia andrei demonstrou-se o efeito de fuga na
aplica¢do do residuo de cascalho na dose de 234 Mg/ha‘l; no entanto, quando aplicado isolado, o
BaSO4 ndo apresentou efeitos, ao contrario do comportamento apresentado quando aplicado
1soladamente NaCl, indicando que o elemento sddio provavelmente constitui-se no fator limitante
para os organismos (MACHADO et al., 2018).

Os resultados encontrados com aplicacdo de irrigacdo com agua produzida de pogos de
petroleo, nos tratamentos empregados, exceto osmose reversa, apresentaram altas concentragdes
de Na, ocasionando efeitos de fuga para minhocas da espécie E. andrei, e limitando a reproducao
de F. candida e E. crypticus (NIEMEYER et al., 2020). Segundo Princz et al., (2012), os
colémbolos apresentaram CEzs de 1300 S/cm. De modo, que as altas concentragdes de Na indicam
ser o principal agente toxico para os organismos testados, ndo descarta-se o possivel efeito conjunto

de outros contaminantes.



32

Um estudo observou que valores acima de 1.03 dSm™ ou 1030 uS/cm, podem gerar efeitos
na reprodugdo dos organismos, como minhocas, colémbolos e enquitreideos (OWOJORI et al.,
2009). Para minhocas da espécie E. andrei, a dose de cascalho de 23,4 Mg/ha™! correspondeu a uma
reducdo na producao de juvenis de 83,75% no trabalho de Machado et al. (2018). Enquanto o estudo
realizado com agua do mar e NaCl, os enquitreideos apresentaram sensibilidade ligeiramente maior
a NaCl, a composi¢do da dgua do mar podendo ser responsavel para a diferenga de sensibilidade
(PEREIRA et al., 2015).

A sensibilidade semelhante entre enquitreideos e colémbolos ndo seria esperada, ja que
esses organismos apresentam vias de exposi¢ao distintas; o corpo mole dos enquitreideos faz com
que a absorc¢ao de dgua e oxigénio ocorra através da pele, enquanto os colémbolos sdo constituidos
por corpo duro e dependem de orgaos especializados para absor¢do de agua e oxigénio
(PEIJNENBURG et al., 2012). Assim, a influéncia causada pela salinidade no comportamento,
taxa de alimentacdo e fungdes ecoldgicas ndo pode ser diretamente extrapolada para outras espécies
com fungodes diferentes (OWOJORI et al., 2009), conforme temos observado nos ensaios
laboratoriais. Portanto, a salinidade no solo, por meio da combinagdo de eventos primarios e

secundérios, pode afetar negativamente os organismos edaficos (VENANCIO et al., 2017).

4.2 Plantas

Para a bracatinga, o cascalho gerou efeitos no crescimento nos parametros de biomassa,
crescimento da raiz e altura da parte aérea. Como as plantas diferem no seu grau de tolerancia a
salinidade (MUNNS e TESTER, 2008), optamos por realizar o ensaio com a bracatinga M.
scabrella, como representante espécies arboreas para simular os efeitos esperados do cascalho em
ambientes de recuperacdo ou florestais. Estudos realizados com espécies arboreas boreais
demonstraram que os solos impactados por salinidade afetaram o crescimento de todas as cinco
espécies testadas, com tolerancia variando de 1 a 11 dS/m, com excec¢do da Solidago canadensis,
que apresentou tolerancia mais alta de 15 a 31 dS/m (HOWAT, 2000).

Apesar de alguns estudos indicarem que concentragdes toxicas para invertebrados podem
ser seguras para as plantas (OWOJORI e REINECKE, 2009), nos estudos com o cascalho foi
possivel observar que as plantas foram mais sensiveis do que algumas espécies de invertebrados as

concentragdes testadas. O crescimento da planta passa por duas fases de resposta a salinidade; a
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primeira fase corresponde a fase osmotica rapida, inibindo o crescimento de folhas jovens, e a outra
fase ¢ i0nica, mais lenta, e que acelera a senescéncia das folhas antigas (MUNNS e TESTER,
2008).

Os mesmos autores indicam que a salinidade do solo estressa as plantas de dois modos: 1)
altas concentragdes de sais tornam mais dificil a absor¢do de agua pelas raizes, e 2) as altas
concentragdes de sais podem ser toxicas quando acumulados na parte interna da planta (MUNNS
e TESTER, 2008), podendo ocasionar efeitos como retardar ou impedir a germinagdo de sementes
(VENANCIO; PEREIRA; LOPES, 2020). Esta fase ¢ fundamental para a produgdo vegetal,
podendo ser muito sensivel ao estresse salino, a depender da tolerancia de cada espécie de planta
(HAJIHASHEMI et al., 2020).

O elutriato proveniente do cascalho apresentou efeito toxico sobre as macrofitas (L. minor).
A condutividade inicial apresentou valores crescentes com o aumento das proporcoes testadas,
variando de 982 puS/cm no controle até 1518 uS/cm na maior proporcao de cascalho. Outros estudos
mostram a mesma tendéncia de reducao no niumero de frondes com o aumento das concentracoes
de NaCl, (LIU; DAI; SUN, 2017), o que corrobora para o observado nesse estudo.

As macrofitas sdo consideradas um dos principais organismos autotréficos nos
ecossistemas de pequenos lagos e rios (BOURIOUG et al., 2018), o que pode indicar efeitos
deletérios para os ecossistemas aquaticos adjacentes, caso este residuo seja disposto em altas
concentragdes no solo. Como a L. minor ¢ sensivel a salinizacao (LIU; DAI; SUN, 2017), os
resultados encontrados podem estar relacionados a salinidade presente no residuo. Devido ao
estresse salino induzir danos oxidativos e inibi¢cdo da fotossintese nas lemnas (OUKARROUM et
al., 2015).

Esses resultados sugerem que todas as concentragdes testadas para plantas resultaram em
diferenga estatistica, principalmente para o crescimento de raizes, que pode indicar impactos para
os produtores primarios quando o residuo estiver em maiores propor¢des no solo. Porém, como as
propriedades do solo influenciam a biodisponibilidade dos contaminantes, bem como sua
persisténcia e movimento (PEIJNENBURG et al., 2012; NIEMEYER; CHELINHO; SOUSA,

2017), assim estudos com solo natural sdo necessarios.
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4 CONCLUSAO

A aplicacao do cascalho de perfuracao no solo pode resultar em impactos ao ecossistema
solo e sua fauna, assim como, para as plantas. Esse estudo traz informagdes sobre as proporgdes
que causaram efeitos para a biota exposta, sendo que acima de 5% apresentaram diferencas
estatisticas para os endpoints testados.

Os efeitos toxicos observados podem estar relacionados a alta concentracdo de sais,
principalmente de Na. Recomenda-se estudos futuros com as proporgdes a serem usadas baseadas
nas concentracdes de Na do cascalho e em menores propor¢des de cascalho, considerando a
variabilidade que pode ocorrer entre diferentes lotes.

Ressaltando a importancia de avaliagdes ecotoxicoldgicos, mesmo para substancias nao
inclusas na legislagdo. Ocorre necessidade de valores de referéncia para concentracdes de sais em

solo.
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RESUMO

O cascalho de perfuragdo ¢ um dentre diversos residuos gerados na cadeia produtiva da exploracao
de petrdleo e gés. A sua destinagao permanece um desafio, visto que suas propriedades quimicas
podem variar, a depender de fatores como: localizag¢do, rocha e profundidade do pogo. Porém,
como apresenta caracteristicas quimicas de interesse aos setores agricolas nao alimenticios,
florestais e na recuperacdo de areas degradas, apresenta-se como alternativa o seu emprego na
composi¢ao de um adubo ou fertilizante organomineral. Entretanto, devido a apresentar possiveis
contaminantes em sua composicdo, faz-se necessario avaliar os possiveis impactos de sua
utilizacdo no ecossistema terrestre. Dessa forma, o presente estudo teve por objetivo realizar a
caracterizagdo dos possiveis efeitos dos cascalhos de perfuragdo, no intuito de determinar
proporcdes seguras para a fauna edafica e para plantas, através do emprego de ensaios de
ecotoxicidade. Para isso, foram avaliados os cascalhos oriundos de pogos offshore da costa
brasileira, camada pré-sal (4450 a 4520 m) e camada poés-sal (3.400 m). As proporgdes testadas
variaram entre 0,25 a 15% em Solo Artificial Tropical (SAT), seguindo normas ABNT/ISO para
os ensaios: reprodu¢do com colémbolos (Folsomia candida, Proisotoma minuta e Sinella
curviseta) e enquitreideos (Enchytraeus crypticus), para fuga de (F. candida e Eisenia andrei),
germinagdo e crescimento de alface (Lactuca sativa) e da bracatinga (Mimosa scabrella), adaptado
por Silva (2019), e de crescimento da macroéfita aquatica lemna (Lemna minor). Para a andlise de
dados utilizou-se Analise de Variancia (ANOVA), seguida do teste de Dunnett (p<0,05), ou por
Kruskal-Wallis, quando os dados ndo seguiram as premissas de normalidade ¢ homogeneidade,
somente para os ensaios de fuga que se utilizou o teste exato de Fisher. Os resultados demonstraram
ha diferenca na toxicidade entre os dois cascalhos, sendo o da camada pré-sal o mais toxico. Para
os ensaios de fuga, a sensibilidade foi maior na seguinte ordem: F. candida> E. andrei. Para os
ensaios de reproducdo, a sensibilidade foi maior na seguinte ordem: P. minuta>F. candida>FE.
crypticus>S. curviseta. A Concentracao de Efeito (CES0) para P. minuta, F. candida e E. crypticus
de cascalho pré-sal foi de 0,11%, 2,82% e 4,32%, e de cascalho pos-sal foi de 0,81%, 2,53% e
2,16%, respectivamente. O solo com cascalho ndo impediu a germinagdo, bem como nao
apresentou reducao nos endpoints para alface e bracatinga, que comprometesse o desenvolvimento
das plantas até o estagio avaliado, somente apresentou reducdo no niimero de frondes das lemnas.
Porém, como os dados correspondem aos estagios iniciais de desenvolvimento da planta, nao
refletindo os possiveis efeitos a longo prazo e apos sucessivas aplicagdes. Concluimos que a
depender da origem do cascalho pode haver variagdo na propor¢do segura, € que proporcoes
seguras para as plantas podem gerar efeitos negativos para os invertebrados edaficos,
possivelmente devido as altas concentracdes de sodio em sua composicao. Ressalta-se que as
amostras de cascalho avaliadas ndo passaram por nenhum tratamento, o que pode vir a ser uma
alternativa para reducdo das concentragdes de Na e consequentes efeitos.

PALAVRAS-CHAVE: Cascalho maritimo. Ecotoxicologia terrestre. Residuos.
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1 INTRODUCAO

No ano de 2018, a produgdo de petroleo e gas natural correspondeu a 46,9% da energia
ofertada no Brasil (EPE, 2019), evidenciando a importancia desta matriz para o pais. A exploragido
de pocos de petrdleo e gas offshore, maritimo, envolve alta complexidade e o emprego de
tecnologia de ultima geragao (IBP, 2021). Nessa etapa de perfuragao de pogos, um dos residuos
originados ¢ o cascalho de perfuracdo, gerado em grande volume e potencialmente toxico
(BAUDER et al., 2005; SAEEDI et al., 2020), com composic¢ao heterogénea (AL-ANSARY ¢ AL-
TABBA, 2007). E a presenca de fluido de perfuracdo ¢ o principal agravante, dificultando a sua
destinagdo final, o qual ¢ constituido de elementos como baritina (BaSO4), sal (NaCl), podendo
conter hidrocarbonetos e metais que sao potencialmente toxicos (FAM; DUSSEAULT; FOOKS,
2003; POZEBON et al., 2005; DE ALMEIDA; ARAUJO; MEDEIROS, 2017).

O potencial de ocasionar efeitos negativos depende do material, da sua concentragdo e
também da comunidade bidtica que estara exposta (EKPO e UZEGBU, 2004). Os primeiros
estudos no Brasil sobre os efeitos da aplicacdo do cascalho de perfuracdo em solo (BENAZZI,
2015; DO AMARAL SOBRINHO et al., 2018; MACHADO et al., 2018) indicaram que o elemento
Na ¢ o principal limitante para sua destinagdo, podendo ocasionar a salinizacao do solo. Ainda de
segundo Benazzi (2015), baixas propor¢des de cascalho onshore podem apresentar efeito positivo
sobre o crescimento de plantas, porém os resultados indicaram mesmo em baixas propor¢des (0,25
e 0,5%) efeitos toxicos para a fauna edéafica da meso e macrofauna tanto em ensaios agudos como
cronicos.

Estudos com a 4gua produzida em campos de petroleo também indicaram o Na como
principal preocupacao para sua destinagao final (NIEMEYER et al., 2020; SCANLON et al., 2020).
Alguns dos processos que ocasionam a salinizagdo foram completamente compreendidos, mas
outros ndo, sendo a magnitude de seus impactos ainda desconhecidos (FAO, 2021). Nestes casos,
os solos costumam sofrer rapido declinio da sua qualidade, diminuindo a produgdo de biomassa,
filtracdo natural, sequestro de carbono e outras fun¢des fundamentais para os ecossistemas (FAO,
2021).

A implementacdo de politica de descarte zero no mar indica que ocorrerd um aumento
significativo do volume total de cascalho para tratamento e destinagao final no continente, podendo

gerar maior demanda para a logistica de destinagdo desse residuo, bem uma maior pressdo aos
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aspectos ambientais (IBP, 2021). Assim, a aplicagdo do cascalho em solo, ou seu uso em mistura
para formulacdo de um adubo organomineral, sdo alternativas em estudo para substituir a sua
destinacdo em aterros industriais (DE ALMEIDA; ARAUJO; MEDEIROS, 2017). Para tal
finalidade, faz-se necessario estabelecer proporgdes seguras para a biota edafica e para as plantas.
Neste sentido, estudos de ecotoxicidade intrinseca (DOMENE et al., 2011) do cascalho sao
fundamentais para indicar a toxicidade dos residuos, indicando os principais limitantes de sua
deposicao em solo e quais as faixas aceitaveis, que nao apresentem efeitos negativos para o
ecossistema.

Considerando que a deposi¢ao do cascalho em solo ou a sua utilizagdo na formulacao de
um adubo organomineral pode influenciar o ecossistema, este estudo tem como hipdtese de que os
elementos presentes nos residuos podem, a depender da proporcdo e da sua origem, ocasionar
efeitos negativos para a fauna edéfica e para as plantas, enquanto os ensaios de ecotoxicidade
podem indicar faixas de proporcdes seguras. Neste capitulo, sdo apresentados os resultados de
ensaios de ecotoxicidade com amostras de cascalho da camada de pré-sal (9-MLL-83-RIJS),
coletada em profundidade entre 4.450 a 4.520 m, ¢ a amostra da camada pds-sal (7-MLL-82HA-
RJS), coletada em profundidade de 3.400 m, em diversas proporgdes em solo artificial tropical
(SAT), seguindo protocolos padronizados pela ABNT e ou ISO: fuga de colémbolos e minhocas
(F. candida e E. andrei), reproducao de colémbolos (F. candida, P. minuta e S. curviseta) e de
enquitreideos (E. crypticus), e ensaios com plantas, ensaio de crescimento da espécie arborea (M.

scabrella) e de alface (L. sativa) e com a macrofita aquatica (L. minor).
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Cascalhos

As amostras dos cascalhos de perfuragdao foram de origem maritima, designadas como
offshore, de profundidades e origens diferentes, apresentando caracteristicas quimicas distintas
(Tabela 1). Ao longo deste capitulo, a amostra da camada de pré-sal (9-MLL-83-RJS), coletada em
profundidade entre 4.450 a 4.520 m, e a amostra da camada pos-sal (7-MLL-82HA-RIS), coletada
em profundidade de 3.400 m, serdo designadas como Pré-sal e Pds-sal, respectivamente (Apéndice

K).

Tabela 1. Caracterizacdo quimica (teores pseudototais) de nutrientes e metais nos cascalhos dos pocos de Pré-sal e
Pos-sal.

Determinagdes PRE-SAL POS-SAL
S mg kg-!

P 5.521,50 4.126,53
K 219,68 9.303,51
Ca 49.0775,34 63.757,19
Mg 57.041,69 23.231,57
Fe 11.158,25 3.217,64
Cu 24,54 4.011,98
Mn 183,32 38,59
Zn 160,16 20,42
Na 21.559,59 19.668,52
Al 1.077,64 336,65
Pb 13,57 1,57
Cd 0,34 0,24
Ni 10,38 94,24
Cr 29,99 122,07

2.2 Solo-teste e tratamentos

Os ensaios laboratoriais foram conduzidos com solo artificial tropical (SAT), seguindo os
critérios estabelecidos pela OECD 226 (OECD, 2016), composto por 75% areia fina, 20% de
caulim e 5% de po6 de casca de coco (p/p), com pH 6,0 + 0,5, ajustado conforme a necessidade com
a adicdo de CaCOs. Ao inicio de cada ensaio, a umidade do solo foi ajustada para 50% da
capacidade de reten¢do de agua do SAT, determinada previamente de acordo com as

recomendacdes da norma ABNT NBR ISO 11269-2 (ABNT, 2014).
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As proporgdes de cascalho em SAT foram definidas com base em resultados de ensaios de
ecotoxicidade anteriores, que analisaram o cascalho onshore, ou seja, de origem terrestre que foi
citado no capitulo anterior. As propor¢des foram equivalentes aos percentuais de 0,25; 0,50; 1; 2,5;
4;5;7,5;10; 12,5 e 15%. Por exemplo, a proporcao de 0,25% correspondeu a 2,5 g de cascalho
para 997,5 g de SAT. Como as primeiras avaliagdes foram conduzidas com o cascalho pré-sal, e
os resultados preliminares ja indicaram que as proporgdes acima de 10% ndo seriam interessantes
para a continuacao do estudo, optou-se por ndao as usar nos experimentos seguintes que incluiram

o pos-sal. Como controle, foi usado SAT sem adi¢do de cascalho.

2.3 Organismos-teste

Os ensaios de laboratorio foram conduzidos utilizando organismos-teste cultivados em
laboratério, na Universidade Federal de Santa Catarina — Campus de Curitibanos. Os invertebrados
foram cultivados em ambiente controlado, a 20 & 2 °C, e fotoperiodo de 12:12 h de (claro:escuro),
enquanto que a macroéfita aquatica foi cultivada em temperatura de 24 + 2°C, fotoperiodo de 16h:8h
(claro:escuro), luz com de intensidade de 6.100 lux.

Os colémbolos F. candida, P. minuta (Colembola:Isotomidae) e S. curviseta (Colembola:
Entomobryidae), sendo os dois ultimos espécies alternativas representantes de colémbolos com
reproducao sexuada (BUCH et al, 2016, ZHANG et al., 2019, E SILVA et al., 2021), todos foram
cultivados em recipientes plasticos com perfuragdes nas tampas, de modo a permitir a troca gasosa,
utilizando como meio de cultivo uma mistura de gesso de Paris e carvao ativado (10:1), umedecido
com agua destilada, e alimentados com fermento biologico (Saccharomyces cerevisiae) duas vezes
por semana, seguindo as recomendagdes da norma ABNT NBR/ISO 11267 (ABNT, 2011).

Os enquitreideos E. crypticus (Annelida:Enchytraeidae), foram cultivados em recipientes
plasticos com perfuragdes nas tampas, de modo a permitir a troca gasosa, utilizando como meio de
cultivo SAT, umedecido com agua destilada, e sendo alimentados com farinha de aveia trés vezes
por semana, seguindo as recomendagdes da ABNT NBR/ISO 16387 (ABNT, 2012).

As macroéfitas aquaticas L. minor (lentilha d’agua), foram cultivadas em recipientes
plasticos com meio Steinberg, pH 5,5, sendo ajustado com adigdo de HCI, e seguindo as
recomendacdes da norma ISO 20079 (2005).

As sementes da espécie arbérea bracatinga M. scabrella, foram coletadas de



45

aproximadamente 20 matrizes, no perimetro da UFSC — Campus de Curitibanos, municipio de

Curitibanos, SC, do ciclo de 2020/2021, considerando o periodo de floragdo.

2.3.1 Ensaios de fuga com colémbolos

Este ¢ um ensaio de comportamento utilizado, principalmente, nas fases iniciais de triagem
dos ensaios laboratoriais, e foi realizado justamente com intencao de obter uma faixa de proporgdes
de cascalho a serem testadas. Para controle foram realizados testes dual-control, onde foi utilizado
somente SAT em ambos os lados dos recipientes.

Os ensaios de fuga com colémbolos da espécie F. candida seguiram a norma ISO 17512-2
(ISO, 2011). Foram avaliadas as propor¢des 0,25%, 0,50%, 1%, 2,5%, 4% e 5% de cascalho em
SAT. Para cada tratamento, foram usadas cinco réplicas em recipientes de 125 ml, os quais foram
divididos com um separador em duas se¢des, uma contendo 30 g de solo controle e a outra 30 g de
solo/propor¢ao de cascalho. Na linha central, foram adicionados 20 organismos adultos em cada
réplica. Os ensaios foram mantidos em incubadora BOD a 20 + 2°C, sob fotoperiodo de 12:12 h de
(claro:escuro). Apds o periodo de 48 h, a divisoria foi reinserida em cada réplica, para separar o
solo controle e o solo contaminado. Para a realizacdo da leitura do ensaio, foram adicionadas agua
e tinta de carimbo, possibilitando a contagem de organismos em solo de referéncia e solo-teste. Os
ensaios de fuga com colémbolos foram considerados validos quando obtida a distribuigdo aleatoria

no dual-test e com o percentual de letalidade inferior a 20% dos organismos adultos.

2.3.2 Ensaios de fuga com minhocas

Os ensaios de fuga om minhocas da espécie E. andrei, seguiram os critérios estabelecidos
pelanorma ABNT NBR/ISO 17512-1 (ABNT, 2011). Para cada tratamento, foram utilizadas cinco
réplicas em caixas plasticas retangulares (20 x 12 x 6 cm), possuindo perfuragdes para haver troca
gasosa com o0 meio externo. A cada secao das réplicas foi adicionado 350 g de solo, semelhante ao
ensaio de fuga com F. candida, formando uma camada de aproximadamente 5 cm, na qual foram
adicionados na interface entre os dois solos dez organismos adultos, com peso entre 300 e 600 mg
(Apéndice L). Os ensaios foram mantidos em sala climatizada a 20 + 2°C, sob fotoperiodo de 12:12

h de (claro:escuro). Apos o periodo de 48 h, a diviséria foi reinserida em cada réplica, e foi
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registrado o niimero de organismos em cada se¢do dos recipientes. Os ensaios de fuga com
minhocas foram considerados validos quando obtida a distribui¢do aleatoria no dual-test e com o

percentual de organismos mortos ou perdidos forem menor que 10%.

2.3.3 Ensaios de reprodu¢do com colémbolos

Estes ensaios com colémbolos das espécies F. candida, P. minuta e S. curviseta (Apéndice
M) foram conduzidos seguindo a norma ABNT NBR ISO 11267 (ABNT, 2019). Para cada
tratamento, foram utilizadas cinco réplicas com capacidade de 125 ml, no qual foram adicionados
30 g de solo e 10 organismos com idade sincronizada entre 10-12 dias, exceto para S. curviseta que
foram adicionados 20 organismos com idade entre 20-22 dias (E SILVA et al., 2021). Todas as
réplicas foram abertas duas vezes por semana para aeragdo, € uma vez na semana foi realizada a
reposi¢do de umidade, de acordo com o peso inicial. Os organismos foram alimentados no 1° e 14°
dia, com 2 mg fermento seco granulado (S. cerevisiae). Os ensaios permaneceram em incubadora
BOD a 20 + 2°C, sob fotoperiodo de 16:8 h de (claro:escuro), por 28 dias.

Para a leitura do ensaio, foram adicionadas agua e tinta de carimbo em cada réplica que,
em seguida foram agitadas, de modo a fazer os organismos emergirem, para realizar o registro
fotografico, e posteriormente, possibilitar a contagem dos juvenis através do programa ImageJ
(SCHNEIDER; RASBAND; ELICEIRI, 2012). Os ensaios de reproducao com colémbolos foram
considerados validos quando obtido no controle (SAT) no minimo de 100 juvenis, sem exceder o
coeficiente de variacdo de 30% e com o percentual de letalidade inferior a 20% dos organismos

adultos, exceto para as espécies alternativas.

2.3.4 Ensaios de reprodugdo com enquitreideos

Estes ensaios com enquitreideos da espécie E. crypticus foram executados seguindo as
recomendacdes da norma ABNT NBR/ISO 16387 (ABNT, 2012). Para cada tratamento, foram
utilizadas cinco réplicas de capacidade para 125 ml. Em cada réplica, foram adicionados 30 g de
solo e 10 organismos adultos clitelados. Durante o periodo de duracao do ensaio, as réplicas foram
abertas duas vezes por semana, para permitir a aeracao, € uma vez na semana foi realizada a
reposicdo de umidade e a alimentagdo, aproximadamente 2 mg de aveia em flocos finos. Os ensaios

permaneceram em incubadora BOD a 20 + 2°C sob fotoperiodo de 16:8 h de (claro:escuro).
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Na leitura do ensaio, ap6s 28 dias, foi adicionado alcool 90% e 10 gotas de solugdo de
Rosa de Bengala a 1% em etanol. Apos o periodo minimo de 24 h, realizou-se a contagem dos
juvenis a lupa (40x). Os ensaios de reprodugdo de enquitreideos foram considerados validos quando
alcangado nos controles (SAT) no minimo 25 juvenis, ndo excedendo 50% no coeficiente de

variacdo e mortalidade dos organismos adultos inferior a 20%.

2.3.5 Ensaio de crescimento com a espécie arborea bracatinga

Estes ensaios foram executados conforme as recomendacodes contidas na norma ABNT
NBR/ISO 11269-2 (ABNT, 2014) e as adaptagdes propostas por Silva (2019), para utilizagdo da
espécie arborea bracatinga (M. scabrella) como organismo-teste. Para cada tratamento, contou com
seis réplicas, em tubetes com 140 g de solo, e sendo adicionado trés sementes de bracatinga em
cada réplica. Para a superagdo da dorméncia das sementes foi realizado o método de imersao em
agua a 80°C, pelo periodo de 18 h, antes do inicio do ensaio, conforme o recomendado por Carvalho
(2002). Todo o ensaio foi conduzido em casa de vegetacdo na UFSC — Campus de Curitibanos, sob
temperatura de 20 + 2°

Para a germinagao foi estipulado o periodo méaximo de 10 dias, decorrido esse periodo, foi
realizado o raleio das mudas, de modo que permaneceu apenas uma plantula por réplica. Seguindo
a recomendagdo da Regras para Andlise de Sementes (RAS) Brasil (2009). Os ensaios foram
conduzidos por mais 35 dias ap0s a realizagdo do raleio. Para a manutencdo da umidade do solo
foi inserido uma extremidade de um corddao em cada tubete, enquanto a outra extremidade do
corddo estava submersa em um recipiente com agua.

Ao final dos ensaios, as plantas foram retiradas dos tubetes para realizar a possibilitar o
aferimento da altura da parte aérea e da raiz (cm), em seguida foram acondicionadas em sacos de
papel, devidamente identificados. Para possibilitar a obtengdo da massa aérea e da raiz as plantas,
foram cortadas na regido do hipocotilo, e pesadas antes e depois de secas, para a secagem foram
acondicionadas em estufa com circulacao de ar a 60°C, até atingirem peso constante. Os parametros
considerados foram a porcentagem de germinacgdo, o comprimento da raiz, altura da parte aérea

(cm), e o peso umido e seco (mg).
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2.3.6 Ensaio de inibig¢do de crescimento da macrofita aquatica Lemna minor (Lentilha d’agua)

Este ensaio foi realizado conforme as recomendagdes da norma ISO 20079 (ISO, 2005).
Cada tratamento contou com cinco réplicas, em recipientes com capacidade para 125 ml. Para cada
tratamento, foi preparado o elutriato seguindo as recomendagdes contidas na ABNT NBR/ISO
15469 (ABNT, 2016), na propor¢do 1:10 de solo: dgua destilada, agitados a 150 rpm por 24 h,
posteriormente, permanecendo 48 h em geladeira para decantagdo, apds esse periodo sendo
filtrados.

Para cada réplica do ensaio foi adicionado 100 ml de elutriato, ap6s foram adicionados 12
frondes de lemnas, sendo duas lemnas com trés frondes e trés lemnas com dois, de tamanhos
semelhantes, e todas oriundas do mesmo lote de cultivo. O ensaio foi conduzido por sete dias, em
incubadora BOD a 24 + 2°C, sob fotoperiodo de 16:8 h de (claro:escuro), sob intensidade luminosa
de aproximadamente 6.100 lux.

Ao final do ensaio, os pardmetros mensurados foram o nimero de frondes (n), comprimento
de raiz (cm) e biomassa (mg). Para realizar a determinacao de biomassa, as plantas foram
armazenadas em sacos de papel identificados, e acondicionados em estufa de circulagdo forcada a
60°C, até atingirem peso constante. O ensaio foi considerado valido quando obtido no controle o

aumento de sete vezes no numero de frondes.

2.3.7 Ensaio de germinagdo e crescimento de Lactuca sativa L. (Alface)

Estes ensaios seguiram as recomendagdes da norma EPA 712-C-96-154 (US-EPA, 1995),
e foi realizado com sementes de alface L. sativa. Para cada tratamento foi utilizado quatro réplicas,
acondicionadas em placas de Petri de 15 cm de diametro (Apéndice N). Em cada réplica foram
adicionados papel para germinagdo de sementes (Qualy®), 5 ml de elutriato, preparado de acordo
com a norma ABNT NBR/ISO 15469 (2015), e 10 sementes, sementes organicas da variedade
Elisa. Os ensaios foram mantidos em incubadora BOD e temperatura de 20 + 2°C. A primeira etapa
dos ensaios foi conduzida por 48 h com auséncia de claridade, no escuro, periodo necessario para
germinagdo de, no minimo, 65% das sementes no controle. Enquanto, durante a segunda com
periodo de 7 dias foi acionado o fotoperiodo de 16:8 h de (claro:escuro), periodo necessario para
as raizes atingissem tamanho maior do que 2 cm no controle. Ao final dos ensaios, foram

contabilizadas as sementes germinadas de cada réplica, e determinado o comprimento de raiz. Os
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ensaios foram considerados validos quando a porcentagem de germinag¢do no controle (SAT)

atingiu 65%, e quando as raizes alcancaram 20 mm.

2.4 Analise de dados

Para os ensaios de comportamento de fuga de colémbolos € minhocas foi aplicado o ensaio
exato de Fisher (p<0,05). Para confirmar a distribui¢do aleatéria dos organismos no recipiente-
teste, cinco réplicas de controle duplo (SAT em ambos os lados da caixa) foram realizadas em
paralelo ao ensaio com solo contaminado.

Os dados dos ensaios de reprodugdo de invertebrados e crescimento de plantas foram
verificados quanto aos pressupostos de normalidade e homogeneidade das variancias através dos
testes de Shapiro-Wilk e Bartlett (p<0,05). Quando os dados cumpriram os pressupostos, foram
avaliados usando analise de varidncia (ANOVA) seguida do teste de comparacdes multiplas de
Dunnett (p<0,05), comparando-se os resultados dos tratamentos com o solo controle (sem adi¢ao
de cascalho). Os dados ndo paramétricos foram avaliados com o teste de Kruskal-Wallis seguido
do teste de comparagdes multiplas de Dunn (p<0,05). A partir das diferencas significativas, foram
identificadas a maior concentragdao de efeito ndo observado (CENO) e a menor concentragao de
efeito observado (CEO). As analises estatisticas foram realizados com auxilio do software
estatistico R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2020).

Para a determinagdo dos valores de concentracao efetiva para 20 e 50% da populagao (CE20
e CE50, respectivamente), foi usada regressao nao linear com os modelos Exponencial Logistico e

Gompertz, com auxilio do software Statistica 7.0 (STATSOFT, 2004).

4 RESULTADOS

4.1 Condutividade e pH

A Tabela 2 apresenta os valores médios de pH e condutividade das misturas, determinados
ao inicio dos ensaios, bem como as proporc¢des de cascalho e as concentragdes de Na equivalentes,
com base na andlise quimica das amostras originais de cascalho. Os valores de pH apresentaram

aumento a medida que a propor¢ao de cascalho aumentou nas misturas, sendo os maiores valores
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encontrados em misturas com o pré-sal. A mesma tendéncia foi observada para os valores de

condutividade e Na, sendo mais altos em misturas com o pré-sal.

Tabela 2. Média dos valores de pH (n=6; KCL 1 mol) e condutividade elétrica inicial (dgua deionizada) e sodio mg
kg! (Na) respectivas as proporgdes dos cascalhos de perfuragdo, com granulometria de 1 mm (moido), da camada do
Pré-sal e Pds-sal em Solo Artificial Tropical (SAT). *Unidade de medida da condutividade em microsiemens per
centimeter (uS/cm) e de Na (mg kg!).

Tipo de Proporgao de pH Condutividade Na
Cascalho cascalho (%) elétrica (uS/cm)

0 6,39 351,00 -

0,25 7,65+ 0,30 319,50 53,89

0,50 8,05 +0,22 426,40 107,79

1,00 8,34+ 0,56 533,50 215,60

2,50 8,48 £ 0,71 832,50 538,99

Pré-sal 4,00 8,61 £0,76 1.221,00 862,38
5,00 9,01 £0,34 1.283,00 1.077,98

7,50 9,12+ 0,35 1.787,00 1.616,97

10,00 9,26 +£0,28 2.193,00 2.155,96

12,50 9,40 + 0,30 2.720,00 2.694,95

15,00 9,54 +£0,25 3.260,00 3.233,94

0 6,29 266,00 -

0,25 6,99 + 025 300,40 49,17

0,50 7,16 £ 0,32 399,80 98,34

1,00 7,53+ 0,26 540,60 196,69

2,50 8,07+0,28 783,40 491,71

Pos-sal 4,00 8,34 £ 0,32 933,20 786,74
5,00 8,34 +£0,27 1.171,00 983,43

7,50 8,54+ 0,19 1.666,00 1.475,14

10,00 8,58 +£0,24 2.190,00 1.966,85

4.2 Ensaios de fuga

Os resultados dos ensaios de fuga com colémbolos da espécie F. candida, com o cascalho
do pré-sal, apresentaram diferencgas significativas (p<0,05) nas propor¢des a partir de 0,50% de
cascalho, quando comparadas ao controle (Figura 1). Os resultados com cascalho do pds-sal
apresentaram fuga apenas nas propor¢des de 4% e 5%, enquanto que em 0,25% apresentou

comportamento atipico (Figura 2).



51

100 _
. - _
%
S 75 - —
0
(=]
(1]
3 50
=
]
= * *
1]
w25
0 H | -
o 0,25%  0,50% 1% 2,5% 4% 5%

Figura 1. Ensaio de fuga com colémbolos (F. candida), expostos ao cascalho de perfuracdo sob diferentes proporgdes
em solo artificial tropical (SAT). As barras claras representam o solo controle (SAT) e as barras escuras, o solo com
aplicagdo de cascalho pré-sal. Asteriscos (*) indicam diferengas significativas entre o niimero de organismos em solo
controle e solo teste apds 48 h de exposi¢do segundo teste exato de Fisher (p<0,05).
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Figura 2. Ensaio de fuga com colémbolos (F. candida), expostos ao cascalho de perfuragdo sob diferentes proporgdes
em solo artificial tropical (SAT). As barras brancas representam o solo controle (SAT), e as barras cinzas, o solo com
aplicagdo de cascalho pods-sal. Asteriscos (*) indicam diferencgas significativas entre o nimero de organismos em solo
controle e solo teste apos 48 h de exposigdo segundo o teste exato de Fisher (p<0,05).

Os resultados dos ensaios de fuga com minhocas (E. andrei) com o cascalho do pré-sal
apresentaram diferenca significativa (p<0,05) nas propor¢des a partir de 2,5% de cascalho, quando

comparado ao controle (Figura 3), enquanto que o ensaio com cascalho do pos-sal apresentou
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resultado semelhante, entretanto nas menores propor¢des observou-se maior numero de

organismos-teste no lado com cascalho (Figura 4).
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Figura 3. Ensaio de fuga com minhocas (E. andrei), expostas ao cascalho de perfuracao sob diferentes proporgdes em
solo artificial tropical (SAT). As barras brancas representam o solo controle (SAT) e as barras escuras, o solo com
aplicagdo de cascalho pré-sal. Asteriscos (*) indicam diferengas significativas entre o niimero de organismos em solo
controle e solo teste apds 48 h de exposicao segundo o teste exato de Fisher (p<0,05).
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Figura 4. Ensaio de fuga com minhocas (E. andrei), expostas ao cascalho de perfuragdo sob diferentes propor¢des em
solo artificial tropical (SAT). As barras brancas representam o solo controle (SAT) e as barras cinzas, o solo com
aplicagdo de cascalho pds-sal. Asteriscos (*) indicam diferencgas significativas entre o nimero de organismos em solo
controle e solo teste apds 48 h de exposigdo segundo o teste exato de Fisher (p<0,05).
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4.3 Ensaios de reproducio de invertebrados

Os resultados da reproducao de colémbolos da espécie F. candida (Apéndice O) com o
cascalho do pré-sal apresentaram reducdo significativa (p<0,05) em proporcdes a partir de 1%
(Figura 5), com inibig¢do total a partir de 7,5%, apresentado os valores de CE20-1,88% (1,18-2,58)
e CES0 -2,82% (2,25-3,39) (Tabela 3). Os resultados com o cascalho do pds-sal apresentaram
reducdo somente em proporcdes a partir de 4% de cascalho (Figura 6), apresentado valor de CE20

= 1,98% (0,82-3,14) e CE50 = 2,53% (0,82-3,14) (Tabela 3).

(a) (b)
800 800
2 £ 1
v ) *
3 600 i 600
3 S .
e e
T 400 g 400
£ £
3 32 *
& 500 2 200
B v *
= = ﬁ * * * *
0 0
co 0,25% 0,50% co 1% 2,5% 4% 5% 8%  10% 12,5% 15%

Figura 5. Ntmero de juvenis de colémbolos (F. candida) (média + desvio padrdo) em ensaio de reproducdo. As barras
brancas representam o solo controle (SAT) e as escuras, o solo com aplicagdo de cascalho pré-sal. (a) segundo tempo
e (b) primeiro tempo. Asteriscos (*) indicam diferencas significativas em relagdo ao controle segundo o teste de
Dunnett (p<0,05).
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Figura 6. Numero de juvenis de colémbolos (F. candida) (média + desvio padrao) em ensaio de reprodugdo. A barra
branca representa o solo controle (SAT) e as cinzas, o solo com aplicag@o de cascalho pos-sal. Asteriscos (*) indicam
diferencas significativas em relagdo ao controle segundo o teste de Dunnett (p<0,05).
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Os ensaios de reprodugdo com colémbolos da espécie P. minuta (Apéndice P) com o
cascalho do pré-sal apresentaram redugdo significativa (p<0,05) em todas as propor¢des testadas
(Figura 7), e a partir da propor¢ao de 7,5% de cascalho quase havendo inibicdo completa da
reprodugao. Com o cascalho do pos-sal, houve redugdo significativa da reprodugdo somente a partir
de 1% de cascalho (Figura 8). Esta espécie apresentou valores mais baixos para os indices de
ecotoxicidade, sendo para o pré-sal CE20-0,06% (0-0,24) e CES0 = 0,11% (0-0,44), e para o pos-
sal CE20-0,28% (0,13-0,43) e CE50 0,81% (0,40-1,21) (Tabela 3).
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Figura 7. Numero de juvenis de colémbolos (P. minuta) (média £+ desvio padrio) em ensaio de reprodugdo. As barras
brancas representam o solo controle (SAT) e as escuras, o solo com aplica¢do de cascalho pré-sal. (a) segundo tempo
e (b) primeiro tempo Asteriscos (*) indicam diferengas significativas em relagao ao controle segundo o teste de Dunnett
(»<0,05).
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Figura 8. Numero de juvenis de colémbolos (P. minuta) (média + desvio padrdo) em ensaio de reproducdo. A barra
branca representa o solo controle (SAT) e as cinzas, o solo com aplicag@o de cascalho pos-sal. Asteriscos (*) indicam
diferencas significativas em relagdo ao controle segundo o teste de Dunnett (»p<0,05).
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Os resultados de reprodugdo com colémbolos da espécie S. curviseta (Apéndice Q) com o
cascalho do pré-sal ndo apresentaram redugdo significativa (p<0,05) em nenhuma das proporgdes
avaliadas (Figura 9), indicando ser menos sensivel do que as espécies F. candida € P. minuta neste

tipo de residuo.
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Figura 9. Numero de juvenis de colémbolos (S. curviseta) (média + desvio padrdo) em ensaio de reprodugdo com solo
artificial tropical (SAT). A barra branca representa o solo controle (SAT) e as escuras, o solo com aplicagdo de cascalho
do pré-sal. Asteriscos (*) indicam diferengas significativas em relag@o ao controle segundo o teste de Dunnett (p<0,05).

Em relagdo aos enquitreideos (E. crypticus), representando os oligoquetas nos ensaios de
reprodugao, indicaram redugdo significativa (p<0,05) no nimero de juvenis no cascalho pré-sal a
partir da proporcao de 4% (Figura 10), apresentando valores de CE20 -3,79% (3,15-4,44) e CE50
=4,32% (3,84-4,79). Para o cascalho do pos-sal, os efeitos foram mais pronunciados, apresentando
redugdo na reproducao a partir de 2,5% (Figura 11), com valores de CE20 - 0,45% (0,14-0,76) e
CE50-2,16% (1,65-2,67).
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Figura 10. Numero de juvenis de enquitreideos (E. crypticus) (média + desvio padrdo) em ensaio de reproducdo em
solo artificial tropical (SAT). As barras brancas representam o solo controle (SAT) e as escuras, o solo com aplicacao
de cascalho pré-sal. (a) segundo tempo e (b) primeiro tempo. Asteriscos (¥) indicam diferencas significativas em
relacdo ao controle segundo o teste de Dunnett (p<0,05).
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Figura 11. Numero de juvenis de enquitreideos (E. crypticus) (média + desvio padrdo) em ensaio de reprodugdo com
solo artificial tropical (SAT). A barra branca representa a reprodug@o em solo controle (SAT) e as cinzas, em solo com
aplicagdo de cascalho do pds-sal. Asteriscos (*) indicam diferencgas significativas em relagdo ao controle segundo o
teste de Dunnett (p<0,05).

4.4 Ensaios de crescimento de plantas

Os resultados dos ensaios com a arborea bracatinga (M. scabrella) com cascalho pré-sal,
ndo apresentaram efeitos significativos (p<0,05) nas propor¢des testadas para os endpoints altura
da parte aérea, e massa seca da parte aérea e da raiz (mg), somente apresentando diferencas

significativas no comprimento da raiz (cm) nos tratamentos de 1 e 4%, entretanto de modo atipico
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(Figura 12). Os resultados com cascalho pds-sal ndo apresentaram diferenca significativa para
nenhum dos endpoints, assim como foi observado no cascalho pré-sal, somente apresentando

reducdo significativa atipica no tratamento 2,5% (Figura 13).
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Figura 12. Crescimento ¢ biomassa (média + desvio padrdo) de bracatinga (M. scabrella) em diferentes proporgdes de
cascalho em solo artificial tropical (SAT): (a) altura da parte aérea (cm), (b) comprimento da raiz (cm), (¢c) massa seca
da parte aérea e (d) massa seca da raiz. As barras brancas representam o solo controle (SAT) e as escuras, o solo com
aplicagdo de cascalho pré-sal. Os asteriscos (*) indicam diferencas significativas em relagdo ao controle segundo os
testes de Dunnett (a; b) ou Dunn (c; d) (p<0,05).
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Figura 13. Crescimento ¢ biomassa (média = desvio padrdo) de bracatinga (M. scabrella) em diferentes proporgdes de
cascalho pods-sal em solo artificial tropical (SAT): (a) altura da parte aérea (cm), (b) comprimento da raiz (cm), (c)
massa seca da parte aérea e (d) massa seca da raiz. As barras brancas representam o solo controle (SAT) e as cinzas, o
solo com aplicagdo de cascalho pos-sal. Os asteriscos (*) indicam diferengas significativas em relagdo ao controle
segundo os testes de Dunnett (a; d) e Dunn (b; ¢) (p<0,05).

Os resultados dos ensaios de germinagdo e crescimento com alface (L. sativa), avaliados
por meio de elutriatos com cascalhos do pré-sal e pos-sal, indicaram a germinacdo em todos os
tratamentos, sem redugdo significativa (p<0,05) para o crescimento da raiz (cm), quando

comparadas ao controle. (Figuras 14 e 15).
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Figura 14. Comprimento da raiz (média + desvio padrdo) de alface (L. sativa), exposta a diferentes propor¢des de
cascalho. A barra branca representa o solo controle (SAT) e as escuras, o solo com aplicacdo de cascalho pré-sal. Os
asteriscos (*) indicam diferencas significativas em relagdo ao controle segundo o teste de Dunn (p<0,05).
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Figura 15. Comprimento da raiz (média = desvio padrdo) de alface (L. sativa), exposta a diferentes proporgdes de
cascalho. A barra branca representa o solo controle (SAT) e as cinzas, o solo com aplicacdo de cascalho pds-sal. Os
asteriscos (*) indicam diferencas significativas em relagdo ao controle segundo o teste de Dunnett (p<0,05).

Os resultados dos ensaios com a macrofita aquatica lemna (L. minor) com cascalho da
camada do pré-sal, no qual foram testadas por meio de elutriato, indicaram reducao significativa
(»<0,05) para o numero de frondes, quando comparadas ao controle, porém nao foram observadas
redugdes significativas para comprimento de raizes (cm), e biomassa (mg). Para o niimero de

frondes, reducdo significativa foi observada a partir de 1% da proporcdo de cascalho, enquanto
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os endpoints comprimento de raizes (cm) e biomassa (mg) ndo apresentaram reducgdo significativa

em nenhuma das proporg¢des avaliadas (Figura 16).
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Figura 16. Crescimento (média + desvio padrao) de macroéfitas (L. minor) expostas a diferentes propor¢des de elutriato
de cascalho pré-sal diluido em meio Steinberg (1:10): (a) nimero de frondes, (b) comprimento de raizes (cm), (c)
biomassa (mg). As barras brancas representam os controles apenas com meio Steinberg (Cmeio) e realizado com SAT
sem cascalho (CO0), e as barras escuras os tratamentos com aplicac¢@o de cascalho. Os asteriscos (*) indicam diferencgas
significativas em relagdo ao controle segundo o teste de Dunnett (p<0,05).
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Tabela 3. Valores da Concentragdo de Efeito (CE) das proporgoes as propor¢des (%) de cascalho pré-sal e pos-sal em
Solo Artificial Tropical (SAT) para a reprodugdo de invertebrados de solo. Os valores entre parénteses indicam o

intervalo de confianga.

Tipo de Espécie teste Teste Proporcao (IC) Modelo
cascalho
F. candida CE20 1,88% (1,18-2,58) Exponencial
CES0 2,82% (2,25-3,39) P
Pré-sal P. minuta CE20 0,06% (0-0,24) Exponencial
CES0 0,11% (0-0,44) p
E. crypticus CE20 3,79% (3,15-4,44) -
CE50 432% (3.84-4.79)  Logistico
F. candida CE20 1,98% (0,82-3,14) Gompertz
CES0 2,53% (2,30-2,76) P
P. minuta CE20 0,28 (0,13-0,43)
Pos-sal CE50 0,81 (0,40-1,21)  Exponencial
E. crypticus CE20 0,45% (0,14-0,76) .
CE50 2.16% (1.65-2.67) Lxponencial
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5 DISCUSSAO

5.1 Invertebrados de solo

Por meio dos ensaios de fuga com colémbolos da espécie F. candida, observou-se que os
resultados variaram de acordo com a origem do cascalho. Os resultados com o cascalho pré-sal
apresentaram efeitos significativos a partir da propor¢ao de 0,5%, enquanto o cascalho pds-sal
apresentou fuga a partir de 4%, de cascalho. Além disso, no cascalho pré-sal, mais de 70% dos
colémbolos foram encontrados no solo controle nas combinac¢des com 2,5; 4 ¢ 5%, o que indica
perda da funcdo de habitat de acordo com o critério proposto pela ISO 17512-2 (ISO, 2011).Tais
diferengas podem ser explicadas pela composicao dos cascalhos (Tabela 2), onde se pode observar
concentragdes mais altas de Na no cascalho pré-sal, o que se refletiu também nos valores de
condutividade elétrica das misturas, determinada ao inicio e ao final dos ensaios.

Nos ensaios de fuga com minhocas, diferencas significativas foram detectadas a partir de
2,5% para ambos os cascalhos, apresentando fungdo de habitat limitada (>80% das minhocas no
solo controle) de acordo com o critério de Hund-Rinke e Wiechering (2000). Segundo Owojori e
Reinecke (2009), para a fuga de Eisenia fetida o critério de efeito de 80% corresponde ao valor
salino de 2000 mg kg em solo artificial. Nossos resultados mostraram que o cascalho pré-sal
apresentou fuga com condutividade elétrica de 832,5 pS/cm e 538,99 mg kg' de sodio, e no pos-
sal, com condutividade elétrica de 783,4 uS/cm e 491,71 mg kg' de Na. Além disso, estudos com
residuos da mesma natureza, resultaram em fuga de 84, 96 e 92%, para doses de 127, 1277 e 2554
mg kg de Na, respectivamente (MACHADO et al., 2018), outro estudo alcangou o critério de 80%
com residuo tratado com Secador e Centrifuga, em 1277 mg kg' e 746,80 mg kg™ de NaCl,
respectivamente (BENAZZI, 2015).

Ensaios de fuga com minhocas das espécies Aporrectodea caliginosa e Eisenia fetida
apresentaram efeitos significativos em solos naturais salinos, com valores de condutividade elétrica
de 0,26 e 0,56 dSm™', que correspondem a 260 e 560 pS/cm, respectivamente (OWOJORI e
REINECKE, 2009). Outros trabalhos tém apresentado resultados similares, nos quais as
concentragdes de Na indicam ser as responsaveis pelos efeitos de fuga (OWOJORI e REINECKE,
2009; DO AMARAL SOBRINHO et al, 2018; MACHADO et al., 2018; NIEMEYER et al., 2020).

Apesar da alta concentragao de bario (Ba) (Tabela 1) encontrada nos cascalhos, de acordo

com, este elemento apresenta baixa mobilidade e biodisponibilidade neste material (Do Amaral
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Sobrinho et al., 2018). Esse resultado foi corroborado pelo estudo de MACHADO et al.(2018), no
qual a dose de cascalho de 234 t/ha! ocasionou fuga de minhocas E. andrei; porém, a concentra¢io
correspondente de BaSO4 nao ocasionou o mesmo efeito. Porém, na aplicacao isolada de NaCL,
houve o comportamento de fuga das minhocas, indicando que este elemento ¢ o provavel fator
limitante na composi¢do da amostra de cascalho.

Nos ensaios de reproducdo com colémbolos, observou-se diferencas na sensibilidade entre
as espécies testadas, sendo o mais sensivel o P. minuta, seguido por F. candida e S. curviseta, que
nao apresentou redu¢do significativa no nimero de juvenis. Assim como no capitulo anterior com
o cascalho onshore, o F. candida, espécie padrao recomendada pela Norma ABNT/ISO 11267,
apresentou menor sensibilidade quando comparada ao P. minuta. Para a reproducao de F. candida,
o cascalho pré-sal apresentou diferenca significativa ja na proporcao de 1%, correspondendo ao
valor de condutividade elétrica de 533,50 pS/cm e 215,60 mg kg' de Na (Tabela 2), enquanto que
no cascalho pos-sal apresentou redugdo significativa a partir de 4%, correspondendo a
condutividade elétrica de 933,20 uS/cm e 786,74 mg kg' de Na (Tabela 2).

Diversos autores sugerem espécies alternativas de colémbolos para ensaios de reproducao,
devido a espécie F. candida ter relevancia ecoldgica limitada a alguns ambientes naturais ou
agricolas (KROGH, 2009), e considerando que diferentes espécies podem apresentar diferencas na
sensibilidade aos contaminantes (BUCH et al., 2016). Assim, a espécie P. minuta apresenta
importancia por estar presente em areas florestais em regides tropicais no Brasil (BUCH et al.,
2016) e sendo encontrada até no Canadd (PRINCZ et al., 2012), portanto, podendo indicar os
possiveis efeitos do cascalho quando aplicado em areas de reflorestamento e recuperacdo em uma
ampla distribuicdo geografica.

Os ensaios de reproducdo com enquitreideos também indicaram diferencas entre o cascalho
pré-sal e pos-sal, porém aqui os efeitos do cascalho do pos-sal foram mais pronunciados. No
cascalho pré-sal, reducao significativa da reproducdo foi observada a partir de 4% de cascalho,
correspondendo ao valor de condutividade elétrica de 1.221 pS/cm e 862,38 mg kg'! de Na (Tabela
2), enquanto o cascalho pods-sal apresentou efeitos significativos a partir de 2,5%, correspondendo
a condutividade elétrica de 783,4 uS/cm e 491,71 mg kg' de Na (Tabela 2). Dentre as espécies
usadas nos ensaios de reproducgdo, os enquitreideos foram menos sensiveis do que os colémbolos,
o que também foi observado com o cascalho onshore (capitulo anterior).

A ecotoxicidade da 4gua produzida utilizada na irrigagao, outro residuo da exploracdo de
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petrdleo e que também apresenta altas concentragdes de Na, ocasionou efeitos significativos na
reproducdo de E. crypticus, assim como de F. candida, sendo a reprodu¢do de ambos
negativamente correlacionada com as concentragcdes de Na e com os valores de condutividade
elétrica (NIEMEYER et al., 2020). Outro trabalho demonstrou sensibilidades semelhantes de
colémbolos e enquitreideos quando expostos a NaCl (PEREIRA et al., 2015).

Como o cascalho de perfuragdo ¢ uma matriz complexa e envolve varios outros possiveis
contaminantes, como Ba do fluido de perfuragdo, metais e hidrocarbonetos, ¢ possivel que outros
contaminantes também influenciem a resposta dos organismos. Ainda, como os enquitreideos
apresentam corpo mole fazendo com que a absor¢do de agua e oxigénio ocorra por meio da pele,
enquanto os colémbolos apresentam corpo duro e dependem de 6rgaos especializados para realizar
a absor¢do de agua e oxigénio apresentando, portanto, vias de exposi¢do distintas, pode haver
diferengas de sensibilidade entre estes grupos a depender do tipo de contaminante
(PELJNENBURG et al., 2012).

Valores altos de condutividade elétrica (acima de 1.03 dSm™ ou 1030 puS/cm), indicando
presenga de sais, s3o relacionados a efeitos na reprodugdao dos invertebrados de solo, como
minhocas, colémbolos e enquitreideos (OWOJORI et al., 2009). Entretanto, nossos resultados
indicam que valores menores j4 podem ocasionar efeitos significativos na reprodugdo de
colémbolos P. minuta e F. candida, e enquitreideos E. crypticus, correspondendo a condutividade
elétrica de 319,5, 533,5 e 783.,4 uS/cm, respectivamente. Enquanto para minhocas (E. andrei) a
quantidade de 23,4 Mg ha'! de cascalho (onshore) resultou na reducio de 83,75% de juvenis
(MACHADO et al., 2018). Nesse estudo as propor¢oes de cascalho pré-sal com base em mg Na/kg
de solo, foram de 0,25, 0,5, 1, 2,5, 4, 5, 7,5, 10 e 12,5, e corresponderam a 6,5, 13, 26, 65, 104,
130, 260, 325 e 390 Mg/ha. De modo, que a propor¢ao de 1% que corresponde a 26 Mg/ha de
cascalho, pode resultar na redu¢do de >80% de juvenis para minhocas, de acordo com o autor
supracitado.

Entretanto, ndo se pode extrapolar os diretamente os efeitos do cascalho sobre as espécies,
devido a influéncia causada variar a depender da origem do cascalho, que resulta na variacao do
seu teor salino. Assim, como ndo se deve extrapolar os efeitos da salinidade no comportamento,
taxa de alimentagdo e fungdes ecoldgicas para outras espécies com funcdes diferentes (OWOJORI
et al., 2009), o mesmo foi observado para espécies de colémbolos que diferiram quanto a sua

sensibilidade.
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As espécies de colémbolos podem apresentar efeitos distintos de toxicidade aos
contaminantes (BUCH et al., 2016). Podendo estar relacionada a sua forma de vida, e profundidade
que habitam do solo, visto que diferem, sendo a espécie de S. curviseta caracterizada como edafica
(GIST et al., 1974), de F. candida como eudafica (FOUNTAIN e HOPKIN, 2005), e de P. minuta
como hemiedafico (BAHRNDOREFF et al., 2009). As trés eco morfologias de Collembola: espécies
da superficie do solo sdo edaficos com tamanho corporal relativamente grande; espécies que
habitam o solo sdo eudéficas com tamanho corporal relativamente pequeno; e as que as espécies
que apresentam caracteristicas intermediarias entre as duas citadas anteriormente, sdo chamadas de
hemiedaficas (YIN et al., 2019).

Um fator importante que pode levar a diferengas na toxicidade dos residuos e na resposta
dos organismos ¢ o tipo de solo (NATAL-DA-LUZ et al., 2008; DOMENE et al., 2011). Para um
solo artificial, como no caso do SAT (formulado em laboratorio), sua principal vantagem para as
etapas iniciais de uma pesquisa com residuos € a auséncia de possiveis contaminantes e sua
funcionalidade como substrato inerte, permitindo a determinacdo da toxicidade intrinseca do
cascalho e comparagdo com resultados de outros estudos da literatura cientifica. Uma vez
determinadas as doses de interesse para sua aplicagdo em solo, recomenda-se que as proximas

etapas sejam realizadas usando solo natural.

5.2 Plantas

O ensaio de crescimento com a arborea bracatinga (M. scabrella) indicou que esta espécie
ndo foi afetada pelas as proporgdes de cascalho testadas (até 5%), tanto do pré-sal como do pos-
sal. A propor¢dao de 5% de cascalho pré-sal correspondeu ao valor de condutividade elétrica de
1.283 uS/cm e 1.077,98 mg kg! de Na (Tabela 2), enquanto que com cascalho pés-sal apresentou
condutividade elétrica de 1.171 uS/cm e 983,43 mg kg' de Na (Tabela 2). Segundo o sistema de
classificagdo de solos da EMBRAPA (EMBRAPA, 2018), estes valores de condutividade
correspondem a presenga de sais soliveis em quantidade toxica a maioria das culturas
(condutividade elétrica > 7 dS m™ ou >700 uS/cm).

A bracatinga ¢ uma espécie leguminosa arborea nativa da Mata Atlantica, pioneira e
empregada em programas de revegetagao nas Areas de Preservagdo Permanente (APP) em Santa

Catarina e também na restauracdo de areas impactadas pela mineracdo do carvdo (ROCHA-
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NICOLEITE et al., 2018; CITADINI-ZANETTE et al., 2017). Nossos resultados estdo de acordo
com Avrella et al. (2019), os quais apontam que esta espécie apresenta potencial para o cultivo em
solo salino.

Os resultados demonstram que, em baixas proporg¢des, os cascalhos ndo apresentam efeitos
toxicos para espécies arbdreas pioneiras, ressaltando a possibilidade do seu uso futuro em areas
florestais e degradadas. Entretanto, deve-se considerar o possivel acumulo de sais no solo mediante
aplicagdes sucessivas, bem como avaliar a sensibilidade de outras espécies arboreas, considerando
que varias espécies podem apresentar sensibilidade a salinidade (PRINCZ et al., 2012; FAN et al.,
2021). Estudos demonstram que em plantas sob estresse salino, ocorre a reducdo do crescimento
associada a toxicidade idnica, desequilibrio idnico, e propriedades da parede celular (MUNNS,
2005). Portanto, a alta concentragdo de sais pode ocasionar o acumulo de ions potencialmente
toxicos (como Na+ e Cl-) nos tecidos fotossintetizantes, de modo a resultar em distirbios
nutricionais € danos ao metabolismo celular, acarretando no déficit hidrico, fitotoxicidade e
disturbios nutricionais, como a deficiéncia de potassio e calcio (MUNNS, 2005; MUNNS;
TESTER, 2008; ALVARES et al., 2018).

O sal pode inibir o crescimento das plantas de duas formas: 1) reduzindo a capacidade de
absor¢do de dgua, levando a um crescimento mais lento, ocasionando o chamado efeito osmotico
ou de déficit hidrico da salinidade; e 2) podendo eventualmente entrar na corrente de transpiracao
e causar danos as células nas folhas, e assim reduzindo o crescimento pelo efeito especifico do sal
ou do excesso de ions salinos (MUNNS, 2005; RASEL et al, 2021). Entretanto, as raizes das plantas
podem ser tolerantes, excluindo quase todo o Nat+ e CI- no solo durante a absor¢do de agua
(MUNNS et al., 2019).

Na analise de crescimento da macrofita aquatica L. minor, utilizando o elutriato do cascalho
pré-sal, foi observada reducdo no nimero de frondes, a partir da propor¢ao de 1%, correspondendo
no elutriato a condutividade elétrica de 533,5 pS/cm e 215,60 mg kg' de Na. Outro estudo observou
em concentragdes a partir de 50 mM de NaCl resultou na diminui¢do do niimero de frondes,
independentemente do tempo (LIU; DAI; SUN, 2017), o que corrobora os resultados encontrados
com o cascalho, e também com o cascalho onshore mencionado no capitulo anterior. Como a
macrofita aquatica (L. minor) € sensivel a salinidade (LIU; DAI; SUN, 2017), que induz a danos
oxidativos e a inibi¢do da fotossintese (OUKARROUM et al., 2015), os resultados podem indicar

efeitos negativos para os ecossistemas aquaticos adjacentes, ja que as macrofitas sdo um dos
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principais organismos autotroficos nos ecossistemas de pequenos lagos e rios (BOURIOUG et al.,
2018). Consequentemente, novos estudos usando o cascalho tratado e em diferentes solos naturais
devem ser conduzidos para confirmar os possiveis efeitos para os ecossistemas aquaticos
adjacentes.

Os resultados de germinacdo e crescimento com alface (L. sativa) também nao
apresentaram efeitos toxicos nas concentracdes avaliadas. O alface ¢ uma espécie amplamente
usada na avaliagdo de solos contaminados ¢ residuos, considerada sensivel a salinidade,
apresentando declinio no seu crescimento em solos com altas concentragcdes de Na“ e CI
(FASCIGLIONE et al., 2015), como também demonstrado em estudo com agua produzida
(ROSSETO, 2021). Embora as analises ndo demonstraram efeitos significativos, ¢ importante
ressaltar que o ensaio so6 englobou a fase inicial de desenvolvimento da planta. Portanto, o ciclo
completo da planta devera ser analisado em etapas posteriores deste estudo, a ser realizado em casa
de vegetagdo ou campo.

Em geral, os resultados com plantas ndo demonstraram efeitos significativos para as
proporgdes e espécies avaliadas neste estudo, durante o periodo de duragdo dos ensaios. Entretanto,
como o cascalho apresenta altas concentragdes de Na, recomenda-se o tratamento do residuo para
areducdo deste elemento, de modo a evitar o seu acuimulo apds sucessivas aplicagdes e decorrentes
impactos que possam ocorrer (HUSSAIN et al., 2017). Além disso, estudos a campo sdo
necessarios por abrangerem maior complexidade ecoldgica englobando outros grupos de fauna de
solo (por exemplo, FERREIRA et al., 2015). Outra possibilidade de desenvolvimento de tecnologia
¢ o estudo e promocao de bactérias benéficas para as plantas e/ou fungos micorrizicos arbusculares,
que podem aumentar a resisténcia das plantas contra estresses ambientais, incluindo a salinidade

(DIMKPA et al., 2009; FASCIGLIONE et al., 2015; Ma et al., 2017).
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6 CONCLUSAO

Os cascalhos de perfuragdo offshore apresentaram efeitos adversos em diferentes
proporgdes para os invertebrados de solo, e as propor¢des que apresentaram efeitos também
diferiram entre os residuos, indicando que os resultados podem variar a depender da origem e
composi¢ao quimica do cascalho. O presente estudo foi realizado usando-se solo artificial tropical,
o qual apresenta uma textura arenosa e corresponderia ao pior cenario se comparado a solos
argilosos ou com maior teor de matéria organica. Como as propriedades do solo influenciam os
efeitos para a biota, recomenda-se estudos com solos naturais nas etapas posteriores. Ainda, as
amostras de cascalho avaliadas ndo passaram por nenhum tratamento, o que pode vir a ser uma
alternativa para redu¢do das concentragdes de Na e consequentes efeitos. Recomenda-se levar em
conta a concentragdo de Na para a formulagdo das misturas.

Para os ensaios de reprodugdo, a sensibilidade foi maior na seguinte ordem: P. minuta>F.
candida>E. crypticus>S. curviseta. A CE50 para P. minuta, F. candida e E. crypticus de cascalho
pré-sal foi de 0,11%, 2,82% e 4,32%, ¢ de cascalho poés-sal foi de 0,81%, 2,53% e 2,16%,
respectivamente. Para os ensaios de fuga, a sensibilidade foi maior na seguinte ordem: F. candida>
E. andrei. De toda forma, propor¢des como 0,25% (6,5 ton/ha) e 0,5% (13 ton/ha) sdo mais
proximas do programado para uma aplicacdo real. Em geral, as plantas apresentaram menor
sensibilidade em relag@o aos invertebrados, de modo que proporcdes seguras para as plantas podem
apresentar efeitos adversos para a fauna. As proximas etapas incluirdo avaliagdes do cascalho apos
tratamento, bem como em mistura com composi¢des organicas que se pretende utilizar no
desenvolvimento do adubo organomineral. Os resultados deste trabalho ressaltam a importancia de
avaliagdes ecotoxicologicas para residuos, especialmente quando envolve substancias sem valores

de referéncia inclusos na legislagdo, como ¢ o caso do Na.
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CONSIDERACOES FINAIS

As avaliagdes ecotoxicologicas realizadas em laboratorio indicam que hé potencial de uso
dos cascalhos para a elaboragdo de um adubo organomineral, e que as proximas etapas devem focar
em proporg¢des abaixo de 1%. A depender da propor¢ao do cascalho em solo pode ocasionar efeitos
toxicos, em especial para a fauna edéfica, enquanto as plantas apresentaram baixa sensibilidade. A
toxicidade variou em relagdo a caracteristicas como: origem maritima ou terrestre, € a camada
(profundidade) do cascalho, apresentando diferencas nos resultados expressos. O cascalho que
apresentou maior toxicidade foi o da camada do pré-sal. Possivelmente os efeitos observados estao
relacionados a concentragdo de Na, que variou entre os trés residuos estudados. Portanto,
alternativas de tratamento que reduzam a concentracdo de Na podem permitir o uso de proporcdes
maiores de cascalho, o que devera ser avaliado com os ensaios de ecotoxicidade.

Nas proximas etapas se faz necessario definir propor¢des de cascalho em relagdao as
concentragdes de Na, assim como analisar a sua interagao com a fonte de matéria organica que sera
escolhida para usar nas misturas. Portanto, ¢ indicado que nas proximas fases do estudo sejam
realizados novos ensaios de ecotoxicidade com a mistura de cascalho e matéria organica de
interesse para a producdo do adubo organomineral. As fases seguintes também deverdo englobar
ensaios de campo, antes do emprego do adubo para fins agricolas ndo-alimenticios, florestais ou

em recuperacao de areas degradadas.
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APENDICES

APENDICE A — Composicio do Solo Artificial Tropical - SAT (com composigdo de 75% areia
fina, 20% de caulim e 5% de p6 de casca de coco, com pH de 6,0 + 0,5).

Fonte: Autora (2021)

APENDICE B — Cultivos de enquitreideos da espécie E. crypticus, podemos observar na imagem
organismos adultos e clitelados, em fase reprodutiva, utilizados em ensaios ecotoxicoldgicos.
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Fonte: Autora (2021)
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APENDICE C - Cultivo de colémbolos utilizados em ensaios ecotoxicoldgicos: (A) P. minuta
(B) F. candida.

3 mm

Fonte: Luan Cavalheiro (2021)

APENDICE D - Cultivos de L. minor utilizadas em ensaios ecotoxicologicos: (A) meio de
cultivo e (B) preparagdo do meio Steinberg.

Fonte: Autra (2021)
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APENDICE E — Sementes de bracatinga M. scabrella: (A) quebra de dorméncia e (B) teste de
germinagao.

Font: Autora (262 1)
APENDICE F — Ensaio de fuga com colémbolos F. candida: (A) pesagem de solo no recipiente-

teste (B) inser¢do de divisdria para separar o solo controle e o solo com cascalho; (C) remogao da
divisoria previamente a adi¢do dos organismos.

—
Fonte: Autora (2021)
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APENDICE G — Materiais usados no ensaio de reprodu¢do com colémbolos para adi¢ao dos
organismos, em idade sincronizada, nos recipientes.

APENDICE H - Final do ensaio de reprodugdo com enquitreideos E. crypticus, coloragio dos
organismos com Rosa de Bengala, para contagem dos juvenis.

Fonte: Luan Cavalheiro (2021)



APENDICE I - Leitura do ensaio de germinagio e crescimento com bracatinga M. scabrella:

(A) tratamento CO (controle) e (B) tratamento C4 (5% de cascalho).

2

Fonte: Autora (2021)

APENDICE J — Ensaio de crescimento com lemnas L. minor: (A) recipientes em BOD ¢ (B)
leitura do tratamento C4 (5% de cascalho).

Fonte: Autora (2021)
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APENDICE K — Aspecto das amostras de cascalhos de origem offshore, peneirados e brutos: (A)
Pogo 9 -MLL-83-RJS (pré-sal) e (B) Pogo 7-MLL-82HA-RIJS (pds-sal).

Profundidade da Coleta: ‘“50 a 4520m & Froindidade gy Coleta: 34pg
Aspecto Granulométrico Inicial: Grosso ;' Granulometricy Iy, Fin,
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Fonte: Autora (2021)

APENDICE L- Ensaio de fuga com minhocas E. andrei: (A) pesagem de solo no recipiente-teste;
(B) inser¢do dos organismos-teste na linha entre o solo controle e o solo com cascalho; (C)
recipientes teste em sala climatizada.

Fonte: Autora (2021)



APENDICE M - Final do ensaio de reprodugdo com colémbolos S. curviseta visto em lupa
(40x%).

Fonte: Fabrielle Paixdo (2021)

APENDICE N — Ensaio com alfaces L. sativa: (A) placas em BOD e (B) plantulas de alface
germinadas.

Fonte: Autora (2021)
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APENDICE O - Final do ensaio de reprodugio de colémbolos F. candida: (A) tratamento CO
(controle) e (B) tratamento C8 (15% de cascalho).

Fonte: Autora (2021)

APENDICE P - Final do ensaio de reproducao de colémbolos P. minuta: (A) tratamento CO
(controle) e (B) tratamento C6 (10% de cascalho).

Fonte: Autora (2021)

APENDICE Q — Final do ensaio de reprodugio de colémbolos S. curviseta: (A) tratamento CO
(controle) e (B) tratamento C4 (5% de cascalho).
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Fonte: Autora (2021)
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