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RESUMO

A industria petrolifera possui grande importancia para a economia brasileira, sendo uma
das principais geradoras de matéria prima para energia ndo renovavel. Em contrapartida,
essa industria € uma grande geradora de residuos, podendo incluir residuos liquidos,
solidos e gasosos, que possuem vasto potencial contaminante. Dentre esses residuos, o
cascalho oriundo da perfuracdo de pocgos petroliferos destaca-se por ser um potencial
agente poluidor e por apresentar grande volume gerado. Este residuo vem ganhando a
atencdo de pesquisas e estudos por apresentar substancias quimicas de interesse como
Potéssio (K), Célcio (Ca), Fésforo (P), Magnésio (Mg), Ferro (Fe) e entre outros, podendo
ser empregado em setores agricolas ndo-alimenticio, florestais e para restauracéo de areas
degradadas, como adubo organomineral. Porém, a utilizac&o deste residuo € limitada por
conta do alto teor de sodio (Na) presente na sua composicdo, podendo trazer
ecotoxicidade para as plantas e invertebrados do solo. Como estratégia adotada, os
cascalhos oriundos de pocos petroliferos foram tratados com objetivo de diminuir o teor
de Na. A partir disso, o presente estudo teve como principal objetivo avaliar a
ecotoxicidade dos cascalhos proveniente da perfuracdo de pocos petroliferos das camadas
pos-sal e pré-sal apds o tratamento, analisando o potencial do residuo para a producgéo de
adubo organomineral, preconizando o seu uso em areas florestais. Foram realizados dois
ensaios ecotoxicoldgicos com os cascalhos tratados das camadas pré-sal e pos-sal. O
primeiro ensaio foi o de crescimento e biomassa com a espécie arbdrea Mimosa scabrella,
embasado na norma ABNT NBR/ISO 11269-2 e adaptado por Silva (2019). O
experimento buscou avaliar diferentes concentragcdes do residuo, variando entre 0,25 a
5%, utilizando cascalho pré-sal e pds-sal em Solo Artificial Tropical (SAT). Foram
avaliados os endpoints de comprimento da parte aérea e da raiz e massa seca da parte
aérea e da raiz. O Segundo ensaio de ecotixicidade foi o Sistema Microcosmos, que
consiste em uma unidade experimental contendo Solo Artificial Tropical (SAT) e
diferentes concentracdes de cascalho, variando entre 0,25% a 5%, na qual a resposta de
dois organismos-teste foi avaliada, sendo estes colémbolos da espécie Folsomia candida
e enquitreideos da espécie Enchytraeus crypticus. Neste ensaio, foi observado se o
contaminante influenciou na atividade alimentar da fauna edéafica, além de permitir avaliar
a reproducdo dos organismos testados. Os dados foram avaliados comparando-se 0s
tratamentos com o controle (sem adic¢do de cascalho), usando-se Analise de Variancia
(ANOVA), seguida do teste de Dunnett (p<0,05), ou por meio do teste de Kruskal-Wallis
seguido do teste de Dunn. Em geral, os resultados mostraram que ndo houve
ecotoxicidade associada aos residuos para a germinacao e para o desenvolvimento inicial
da espécie arborea. Para o Sistema Microcosmos, foi possivel verificar que as diferentes
concentragfes dos cascalhos tratados ndo influenciaram adversamente a atividade
alimentar das espécies presentes no ensaio, assim como ndo inibiram a reproducgéo dos
organismos-teste. Nesse contexto, concentracbes na faixa de 0,25% (equivalente a
6,5ton/ha) a 5% (equivalente a 130 ton/ha) mostram grande potencial no uso como adubo
organomineral, especialmente em cenarios de plantios florestais e recuperacdo de areas
degradadas.

Palavras-chave: Ecotoxicologia. Residuo. Concentragdes. Florestal.



ABSTRACT

The oil industry is of great importance to the Brazilian economy, being one of the main
generators of raw materials for non-renewable energy. On the other hand, this industry is
a large generator of waste, which can include liquid, solid and gaseous waste, which has
vast contaminating potential. Among these residues, gravel from the drilling of oil wells
stands out for being a potential polluting agent and for having a large volume generated.
This residue has been gaining attention in research and studies as it presents chemical
substances of interest such as Potassium (K), Calcium (Ca), Phosphorus (P), Magnesium
(Mg), Iron (Fe) and others, and can be used in sectors non-food agricultural, forestry and
for the restoration of degraded areas, as organomineral fertilizer. However, the use of this
residue is limited due to the high sodium (Na) content present in its composition, which
can cause ecotoxicity to plants and invertebrates in the soil. As a strategy adopted,
cuttings from oil wells were treated with the aim of reducing the Na content. Based on
this, the main objective of this study was to evaluate the ecotoxicity of cuttings from the
drilling of oil wells in the post-salt and pre-salt layers after treatment, analyzing the
potential of the residue for the production of organomineral fertilizer, recommending its
use in forest areas. Two ecotoxicological tests were carried out with treated cuttings from
the pre-salt and post-salt layers. The first test was growth and biomass with the tree
species Mimosa scabrella, based on the ABNT NBR/ISO 11269-2 standard and adapted
by Silva (2019). The experiment sought to evaluate different concentrations of residue,
varying between 0.25 and 5%, using pre-salt and post-salt gravel in Tropical Artificial
Soil (SAT). The endpoints of shoot and root length and shoot and root dry mass were
evaluated. The second ecotoxicity test was the Microcosmos System, which consists of
an experimental unit containing Tropical Artificial Soil (SAT) and different
concentrations of gravel, varying between 0.25% and 5%, in which the response of two
test organisms was evaluated, these being springtails of the species Folsomia candida and
enchytreids of the species Enchytraeus crypticus. In this test, it was observed whether the
contaminant influenced the feeding activity of soil fauna, in addition to making it possible
to evaluate the reproduction of the organisms tested. The data were evaluated by
comparing the treatments with the control (without gravel addition), using Analysis of
Variance (ANOVA), followed by the Dunnett test (p<0.05), or using the Kruskal- Wallis
followed by the Dunn test. In general, the results showed that there was no ecotoxicity
associated with the residues for the germination and initial development of the tree
species. For the Microcosmos System, it was possible to verify that the different
concentrations of the treated cuttings did not adversely influence the feeding activity of
the species present in the test, nor did they inhibit the reproduction of the test organisms.
In this context, concentrations in the range of 0.25% (equivalent to 6.5 tons/ha) to 5%
(equivalent to 130 tons/ha) show great potential for use as organomineral fertilizers,
especially in forestry planting and land recovery scenarios. degraded.

Keywords: Ecotoxicology. Residue. Concentrations. Forestry.
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1 INTRODUCAO

A industria petrolifera € uma grande geradora de residuos, podendo incluir
residuos liquidos, solidos e gasosos, que possuem vasto potencial contaminante. Se
descartados de forma inapropriada, estes rejeitos podem afetar a qualidade do solo, a agua
e a biota do solo, sendo nocivos ao meio ambiente e a salde publica. Dentre esses
residuos, o cascalho oriundo da perfuracdo de pocos petroliferos destaca-se por ser um
potencial agente poluidor e por apresentar grande volume gerado (Amaral Sobrinho et al.,
2018; Guedes, 2014). A estimativa de geracdo de cascalho produzido por um poco de
petroleo offshore é em média de 500 a 800 m3 por poco. (Silva et al., 2019).

Este residuo vem ganhando a atencdo de pesquisas e estudos, tanto de setores
publicos, quanto pela iniciativa privada, pois é instantaneamente necessario oferecer
destinagdes apropriadas para esta substancia, j& que 0 mesmo é descartado em aterros ou
no oceano. Portanto, diversos projetos de pesquisas vém analisando o reuso deste residuo,
realizando abordagens geoldgica, quimica e fisica, para que 0 mesmo possa ter um
reaproveitamento, sem que precise ser descartado de forma inadequada. Dentre essas
analises, temos o estudo ecotoxicoldgico deste contelido, que possui extrema importancia
e complementa os demais estudos. A realizacdo de ensaios ecotoxicolégicos com
organismos-teste e plantas sdo métodos que possuem grande relevancia para determinar
os niveis de toxicidade do residuo analisado (Benazzi, 2015).

Benazzi (2015), Cruz (2022) e Guedes (2014) apontaram que o cascalho pode
conter propriedades quimicas interessantes para oferecer as plantas, podendo ser
empregado em setores agricolas nao-alimenticio, florestal e para restauracdo de areas
degradadas, como adubo organomineral. As amostras de cascalho pré-sal e pés-sal, alvos
deste estudo, apresentaram substancias quimicas de interesse para usos agricolas e
florestais, como Potassio (K), Calcio (Ca), Fosforo (P), Magnesio (Mg), Ferro (Fe), entre
outros.

A estratégia atual é tratar o cascalho oriundo de perfuragdes petroliferos, para
que seja possivel diminuir concentracdes de elementos indesejaveis para o reuso em solo,
priorizando minimizar os efeitos do Sodio (Na), ja que é o elemento com maior teor
presente no cascalho. O excesso de sais de s6dio no solo pode trazer prejuizos as
propriedades fisicas e quimicas do mesmo, provocando a redugdo generalizada do
crescimento das plantas cultivadas, ocasionando sérios prejuizos a atividade agricola
(Schossler et al, 2012).
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O cascalho sem tratamento j& foi testado por Cruz (2022) utilizando ensaios
ecotoxicoldgicos com Mimosa scabrella, espécie arbdrea pioneira nativa da Mata
Atlantica, e obteve-se resultados promissores. A espécie ndo foi afetada pelas proporc¢des
de cascalho testadas (até 5%), tanto do pré-sal quanto do pos-sal.

Portanto, torna-se necessario realizar ensaios ecotoxicologicos com o residuo
tratado, afim de avaliar concentracGes seguras de aplicacdo no solo, analisando se 0 uso
da substancia apresentara efeitos adversos em ecossistemas florestais, de acordo com as
dosagens testadas. Entretanto, com o cascalho devidamente tratado para diminuir os
teores de elementos antagonistas para as plantas, espera-se que o reuso desta substancia
mostre potencial para uso em areas florestais. Pretende-se melhorar a qualidade do solo
com uso do cascalho tratado como adubo organomineral, disponibilizando macro e
micronutrientes essenciais para as espéecies arbdreas empregadas em plantios florestais.
Também se espera que o residuo tratado ndo cause efeitos adversos em invertebrados do
solo, propiciando a proliferacéo e a riqueza da diversidade da fauna edéfica, assegurando
a interacdo de crescimento e desenvolvimento em maior escala das espécies vegetais
(Eisenhauer et al., 2012).

1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo geral
O estudo teve como principal objetivo avaliar a ecotoxicidade dos cascalhos

proveniente da perfuracdo de pocos petroliferos das camadas pos-sal e pré-sal ap6s o
tratamento, analisando o potencial do residuo para a producao de adubo organomineral,
preconizando o seu uso em areas florestais.
1.1.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a ecotoxicidade dos cascalhos das camadas pds-sal e pré-sal, ap6s

tratamento, para a espécie arbdrea Mimosa scabrella (Bracatinga), objetivando

estabelecer concentracdes seguras para a formulagdo de um adubo organomineral.
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Determinar os efeitos de diferentes concentragdes dos cascalhos tratados em solo
para organismos da fauna edéafica representativa de areas florestais, através de um

ensaio ecotoxicoldgico de Mricrocosmos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 RESIDUO PROVENIENTE DE PERFURACAO DE POCOS DE PETROLEO

A industria de petroleo e gas encontra-se com demanda crescente, pois possui
um alto consumo mundial de seus derivados, principalmente pela energia que esse setor
produz e promove. Conforme o Decreto Federal n° 8.437 de 22/04/2015, temos
subdivisdes de classificacdo das atividades de exploracéo e producao de petroleo e gas,
as quais compreendem em atividade de exploracdo onshore e offshore. A exploracéo
onshore é aquela onde ocorre a perfuracédo e exploracdo de petroleo no ambiente terrestre,
ou seja, area localizada em terra, e a offshore ocorre em ambiente marinho e zona de
transicao terra-mar ou area localizada no mar (Cruz, 2022). No Brasil, a maior parte das
reservas petroliferas estd em campos maritimos, em camadas pré-sal e pos-sal (Petrobras,
s.d). Nos ultimos anos, foram descobertas grandes reservas petroliferas na camada pré-
sal, que esta situada nas bacias do Sul e Sudeste do Brasil e tem cerca de 800 quilémetros
de extensdo e 200 quildmetros de largura. A camada pré-sal fica sob as camadas de pds-
sal e sal, sendo a terceira classificada abaixo do nivel do mar, e varia de 3 a 7 mil metros
abaixo da superficie do mar (Agéncia Senado, s.d). Essa reserva é constituida por grandes
acumulacdes de 6leo leve, que possui excelente qualidade e alto valor comercial. Para
chegar até essas reservas, foram desenvolvidas tecnologia de ponta, com auxilio e
parceria com inimeros fornecedores, universidades e centros de pesquisa (Petrobras, s.d).

Segundo o Boletim da Producéo de Petroleo e Gas Natural emitido pela Agéncia
Nacional do Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis, a producdo do pré-sal
correspondeu a 74,7% do total de petréleo produzido no Brasil no més de janeiro de 2022.
De acordo com a Petrobras, no ano de 1984, precisava de 4.108 pocos na camada pos-sal
para produzir 500 mil barris de petréleo por dia. Porém, com a descoberta do pré-sal, é
necessario somente 77 pogos para extrair 1,5 milhdo de barris por dia (Petrobras, s.d).

Em contrapartida, a industria petrolifera pode apresentar impactos prejudiciais
ao meio ambiente, ja que para explorar o petrdleo, acaba ocorrendo geracdo de grandes
volumes de residuos, sejam eles liquidos ou sélidos. Estes residuos gerados, na maioria
das vezes, devem ser tratados e devidamente destinados em locais seguros, para que ndo
haja contaminagdes e impactos ao ecossistema existente (Rangel, 2015).

O cascalho proveniente da perfuragdo de pogos petroliferos é um dos residuos

gerados na exploracdo de petroleo, possui grande relevancia, pois ainda se busca um
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tratamento correto e eficaz para que haja destinacédo final ou para que seja feito o reuso
deste residuo. O cascalho é formado por fragmentos de rochas que sdo transpostos pela
broca, desta forma séo carreados para superficie no fluido de perfuracdo. A composicédo
quimica do cascalho pode variar de acordo com a formacédo rochosa e da composicao
quimica do fluido de perfuracdo, porém, de forma geral, o residuo é composto por
misturas complexas de base aquosa ou orgénica, rica em sais de sddio (Na) e baritina
(BaS0Os) (Meneses e Paula, 2015). De acordo com a classificagdo de residuos ABNT —
10004 (Brasil, 2004), o residuo proveniente da perfuracdo dos pogos de petrdleo,
cascalhos contendo fluidos da perfuracéo, classificam-se como Classe Il A — nédo
perigosos e nédo inertes (Benazzi, 2015). No Brasil, a destinagdo mais utilizada para o
descarte do cascalho offshore é em mar e o cascalho onshore geralmente é descartado em
aterros industriais (Cruz, 2022). Segundo Almeida (2017) destacou, o estudo sobre o
gerenciamento de cascalho de perfuracdo é escasso, sendo necessario desenvolver

estratégias e reusos sustentaveis para este residuo.

2.2 ECOSSISTEMAS FLORESTAIS: IMPORTANCIA DA FAUNA EDAFICA

Os ecossistemas florestais tém como principal caracteristica acumular uma
camada de residuos organicos sobre o solo, proveniente dos individuos que integram a
mesma, resultante da queda de folhas, galhos, cascas, arvores tombadas, etc. Com o
decorrer do tempo, estes residuos organicos acabam sendo decompostos, ocasionando o
desaparecimento da serapilheira por meio do processo de decomposi¢do, sucedendo a
liberacdo dos elementos inorganicos (mineralizacao), sendo essencial para a manutencao
da produtividade dos ecossistemas florestais. Esse processo de extrema relevancia ocorre
por consequéncia de diversos fatores e atividades envolvidas, de modo que inimeros
organismos interagem com o solo, como plantas, microbiota e fauna edafica do solo
(Ducatti, 2002). Portanto, a qualidade do solo esta correlacionada com a capacidade de
desenvolver suas funcdes, de acordo com cada ecossistema envolvido, através do
principio de sustentacdo da produtividade biologica, manter a qualidade da agua, ar, saude
das plantas, animais e do Homem (Silva, et al., 2020).

Cordova, Chaves e Manfredi-Coimbra (2009) estimaram a diversidade da fauna
do solo em areas de reflorestamento com Pinus taeda, Pinus elliottii, campo nativo e
floresta de araucéria durante periodos de seca e de alta umidade, utilizando tubos de a¢o

a 10 cm de profundidade no solo. Como resultados, em ecossistemas naturais (campo
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nativo e floresta de araucaria) observou-se maior densidade da fauna edéafica, sendo mais
favoraveis comparado aos ecossistemas implantados. Os tdxons Acarina, Collembola,
Aranae, Coleoptera, Scorpionida e Hymenoptera apareceram de forma abundante no
trabalho mencionado. Tais resultados possuem concordancia com Oliveira filho et al.
(2018), que afirmou que formacdes florestais preservadas ou naturais apresentam maior
riqueza, diversidade, abundancia e densidade de invertebrados do solo. A qualidade e a
quantidade de serapilheira influenciam em ecossistemas florestais naturais, pois apresenta
diversidade de deposicao de matéria organica, sendo mais atrativo a fauna do solo. A
diversidade de serapilheiras naturais dispde recursos suficientes para sobrevivéncia,
habitat, fontes de alimentacdo, temperatura ideal e, consequentemente, melhores
condicdes de reproducdo.

Outro aspecto importante observado por Eisenhauer, Reich e Scheu (2012) foi
que comunidades de plantas estabelecidas onde ha ocorréncia de rica diversidade de fauna
do solo ocorre o crescimento e desenvolvimento em maior escala das espécies vegetais,
pois verificou-se maior incidéncia de decompositores, fungos micorrizicos arbusculares
e rizobactérias que promovem esse ganho positivo para as comunidades existentes. Ja
comunidades de plantas que estdo em locais pobres em fauna edéfica do solo estdo
sujeitas a efeitos antagénicos no solo, em razdo do acumulo de patdgenos, como
nematoides. Através desta interacdo, sugere-se que ensaios de biodiversidade sejam
realizados para entendermos os efeitos da biota do solo integrada com a produtividade e
funcionamento de comunidades vegetais.

De acordo com Ducatti (2002), ambientes com cobertura vegetal densa e solos
com menor nivel de perturbacao, observou-se maiores densidades de organismos da meso
e macrofauna edafica. O uso e manejo do solo sédo fatores interligados diretamente com
as mudancas na diversidade funcional, ou seja, diversas espécies da meso e macrofauna
do solo s&o altamente vulnerdveis a intensidade do uso do solo, reduzindo a
biodiversidade funcional e a qualidade biologica do solo (Yin et al., 2020).

Outro grupo de organismo de suma importancia para os ecossistemas florestais
¢ amacrofauna do solo (didmetro do corpo > 2 mm). Esse grupo ¢ formado principalmente
por minhocas, cupins, formigas, besouros, entre outros. A macrofauna desempenha
papeis relevantes no solo, auxiliando na regulacdo das propriedades fisicas, quimicas e
bioldgicas do solo e, por esse motivo, esse grupo ¢ conhecido como “engenheiros do
ecossistema”. Os invertebrados que fazem parte da macrofauna do solo realizam atividade

de forrageamento e escavacdo, podendo fazer a incorporacdo da serapilheira no solo,
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influenciando diretamente a estrutura do solo, controlando a porosidade, aumentando a
matéria organica, oferecendo estabilidade e dindmica aos agregados do solo e
aumentando o crescimento de microrganismos que sdo benéficos para comunidades
vegetais e afins. Além da importancia da propriedade fisica que a macrofauna promove
no solo, devemos ressaltar a importancia bioldgica, ja que esse grupo modifica ou cria
habitats para outros organismos menores que vivem no solo, possibilitando o
desenvolvimento de outros tipos de organismos, agregando a biodiversidade, regulando
a disponibilidade de recursos de outros organismos, formando atividades microbianas e,
desta forma, oferecendo grandes vantagens as mais variadas propriedades do solo
(Bottinelli et al., 2015; Oliveira Filho et al., 2018).

2.3 ECOTOXICOLOGIA

A expressdo “ecotoxicologia” surgiu na década de 60 e foi difundida pelo
toxicologista francés René Truhaut durante uma reunido do Committee of the
International Council of Scientific Unions (ICSU). Desde de entdo, a ecotoxicologia pode
ser definida como a ciéncia que estuda efeitos de substancias naturais ou sintéticas sobre
0S organismos vivos, compreendendo entre animais ou plantas, estando em populagdes e
comunidades, tais quais habitam tanto o ambiente terrestre quanto o ambiente aquatico,
constituindo a biosfera, onde podemos incluir a interacao das substancias com o0 meio nos
quais 0s organismos vivem em um contexto integrado (Magalh&es et al., 2008). Segundo
Zagatto e Bertoletti (2008), a ecotoxicologia integra os principios de diversas outras
ciéncias como a ecologia, toxicologia, limnologia, estatistica, quimica, oceanografia,
dentre outras. Esta ciéncia possibilita avaliar os efeitos de agentes xenobi6ticos através
da integracdo de todas essas ciéncias envolvidas, complementando e ligando diversos

efeitos que estdo correlacionados.

2.3.1 Ensaios ecotoxicoldgicos

Os ensaios ecotoxicologicos sdo procedimentos normatizados onde espécies
bioindicadoras (animais ou vegetais) sdo expostas a solos contaminados com o produto
ou residuo de interesse, objetivando qualificar e quantificar nestes organismos os efeitos
negativos. Estes ensaios sdo padronizados internacionalmente pela 1SO (International

Organization for Standardization) ou pela OECD (Organization for Economic Co-
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operation and Development). No Brasil, a ABNT (Associacdo Brasileira de Normas
Técnicas) € uma das agéncias que elabora e adapta as normas de testes ecotoxicoldgicos,
padronizando assim esses ensaios com organismos-testes a serem utilizados (Niva e
Brown, 2019). A insercdo dos ensaios ecotoxicologicos é uma ferramenta de grande
importancia na avaliacdo ambiental, pois disponibiliza informac6es que, muitas vezes,
outros tipos de andlises rotineiras, ndo sdo capazes de determinar ou s&o insuficientes para
determinar os danos causados ao ecossistema, além de ndo considerarem os efeitos
sinérgicos (antagdnicos ou aditivos) entre as substancias e fatores ambientais (Benazzi,
2015). O uso de testes ecotoxicoldgicos é capaz de fornecer subsidios na avaliacdo de
residuos ou &reas contaminadas com vistas a proteger adequadamente a qualidade
ambiental (Niva e Brown, 2019). Em ensaios ecotoxicoldgicos terrestres, utiliza-se
organismos da fauna edafica como bioindicadores de qualidade do solo para avaliar a
toxicidade de substancias organicos ou inorganicos, alertando potenciais riscos de curto
e longo prazo do uso excessivo e/ou continuado de residuos em areas agricolas e florestais
(Maccari, et al., 2020).

2.3.2 Fauna edafica do solo e uso de bioindicadores

As espécies de invertebrados edaficos do solo contribuem com processos de
extrema importancia para manter e desempenhar a qualidade do solo. Podemos citar
inimeros processos como decomposi¢do de matéria organica, ciclagem de nutrientes,
deposicao de coprdlitos, aeracdo do solo, entre outras. A fauna do solo possui papel
importante na avaliacdo das atividades promovidas pelo homem, pois apresentam grande
sensibilidade a modificacdes feitas no ambiente em que vivem, podendo compreender em
modificacdes biologicas, fisicas e quimicas, através de praticas de manejo do solo e
cultivos empregados. Dependendo da forma e intensidade da implicacdo realizada no
solo, pode ocorrer efeitos benéficos ou maléficos para determinadas populagdes, podendo
afetar diretamente a diversidade de organismos edéaficos (Niva et al., 2012; Baretta et al.,
2011).

Pelo fato de apresentarem grande sensibilidade as mudancas e impactos e rapida
capacidade de reproducdo, os invertebrados edaficos do solo sdo ideais para exercer a
funcdo de bioincadores, pois sua presenca ou sua auséncia pode determina a qualidade ou
nivel de degradacgdo do solo. O uso de bioindicadores é fundamental no monitoramento

de impactos, sejam negativos ou positivos, no caso de quaisquer descartes de residuo no
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solo. Os principais organismos edéaficos usados em ensaios ecotoxicoldgicos consistem
em Oligochaetas, grupo representado por minhocas da espécie Eisenia andrei Bouché,
1972 e E. fetida Savigny, 1826; Enchytraeidae, familia também inserida na classe dos
Oligochaeta, que representa enquitreideos dos géneros Enchytraeus; e Collembola, da
espécie Folsomia candida, que sdo pequenos artrépodes presentes em solos do mundo
todo (Niva e Brown, 2019; Benazzi, 2015). Organismos vegetais e aquaticos também
podem ser empregado como bioincadores em ensaios ecotoxicologicos com andlise de
residuos.

Em relacdo ao uso de espécies de plantas nas avaliaces, a norma ABNT NBR
ISO 11269-2 preconiza o uso de espécies agricolas. Em geral ha uma caréncia de estudos
com espécies florestais, ou mesmo a aplicacdo dos ensaios de ecotoxicidade com
invertebrados do solo sob uma perspectiva de ambientes florestais (Ortiz, 2017). Cruz
(2022) utilizou a espécie arbdrea bracatinga (Mimosa scabrella) aplicando um protocolo
adaptado por Silva (2019) para determinar germinagdo e crescimento em solo com

cascalho proveniente de pocos de perfuracédo de petroleo.

2.3.3 Aspectos ecotoxicoldgicos do cascalho de perfuracao

De acordo com Benazzi (2015), o residuo proveniente de pogos onshore
mostrou-se toxico aos invertebrados do solo mesmo em baixas concentracGes. Porém,
quando testado em plantas, determinadas concentragBes do residuo apresentaram efeitos
positivos sobre crescimento. Segundo Machado (2012), entre os diversos elementos
quimicos presentes no residuo proveniente da perfuracdo de pogos de petréleo, observou-
se que o sbédio (Na) foi o mais limitante ao desenvolvimento das plantas, pois suas
elevadas concentracdes nas raizes e na parte aérea apresentaram grande correlacdo
negativa significativa. Guedes (2014) ressaltou que o cascalho também possui nutrientes
essenciais para as plantas, desta forma, submeteu o residuo a lavagem e tratamento com
objetivo de remover sodio (Na) e bario (Ba), visto que, esses elementos sdo 0s mais
restritivos ao crescimento de plantas. O cascalho tratado apresentou efeitos positivos as

plantas testadas, ja que uma boa parte dos elementos deletérios foram retirados.
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2.4 REUSO DO CASCALHO EM AREAS FLORESTAIS E AREAS DEGRADADAS

O cascalho proveniente da perfuracdo de pogos petroliferos apresenta algumas
propriedades quimicas de interesse aos setores agricolas ndo-alimenticio, florestal e para
restauracdo de areas degradadas, de forma que possa ser utilizado como um adubo ou
fertilizante organimineral. Para que seja possivel realizar o seu uso para estes devidos
fins, torna-se necessario avaliar concentracfes seguras para a aplicacdo em solo, ja que o
mesmo apresenta substancias quimicas que podem ser prejudiciais ao desenvolvimento
das plantas e para a fauna edéfica do solo (Cruz, 2022).

Silva (2017) testou o cascalho onshore simulando o uso do mesmo com
destinacdo a utilizacdo de substratos para espécie florestal Colubrina glandulosa
juntamente com inoculacdo de uma mistura de fungos micorrizico arbusculares
(Rhizophagus clarus, Gigaspora margarita, Dentiscutata heterogama) para avaliar o
potencial efeito destes na diminuicdo de possiveis efeitos deletérios do cascalho,
decorrentes de sua salinidade. A espécie utilizada pelo autor é conhecida por ser rustica,
de féacil cultivo e com crescimento moderado a rapido, sendo ideal para ser utilizada em
restauracdo de areas degradadas.

Cruz (2022) usou o cascalho offshore pés-sal e pré-sal para avaliar germinacao,
altura da parte aérea, comprimento da raiz, massa seca da parte aérea e massa seca da raiz
da espécie arborea M. scabrella. A espécie arborea utilizada € nativa da Mata Atlantica,
apresenta um alto grau de interacdes ecoldgicas e é recomendada por muitos autores como
uma espécie apta para a recuperacao de areas degradadas (Silva, 2019).

E de suma importancia ressaltar que os ensaios ecotoxicoldgicos que foram
citados utilizaram o cascalho sem nenhum tipo de tratamento ou lavagem, ndo sendo
encontrado na literatura trabalhos com espécies florestais e o uso do cascalho de
perfuragdo tratado. Espera-se que, a partir do tratamento e lavagem do residuo, 0 mesmo
se torne menos toxicos as plantas e para a fauna edafica, possibilitando dar continuidade
com trabalhos satisfatorios e que, por fim, consigamos dar destinagdo correta e

sustentavel para este rejeito.
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3METODOLOGIA

3.1 AREA DE ESTUDO

O presente trabalho foi conduzido na Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC), no campus Curitibanos. Os ensaios ecotoxicologicos foram desenvolvidos,
montados e analisados no laboratdrio de Ecologia e na casa de vegetacdo pertencente a

universidade.

3.2 CASCALHOS

As amostras dos cascalhos de perfuracdo foram fornecidas pelo Centro de Pesquisas
Leopoldo Américo Miguez de Mello (CENPES), pertencente a empresa Petrobras. Estas
amostras sao provenientes de origem maritimas, de profundidade e locais diferentes, com
caracteristicas quimicas distintas (Tabela 1). A amostra de cascalho da camada pré-sal
pertence ao poco 9-MLL-83-RJS, com profundidade de 4.450 a 4.520 metros e o cascalho
pos-sal pertence ao poco 7-MLL-82HA-RJS, com profundidade de 3.400 metros. As
caracterizagdes quimicas dos residuos foram realizadas pela equipe de pesquisa da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), que também desenvolve projeto
de pesquisa com o cascalho de pocos de perfuracao.

Tabela 1. Caracterizagdo quimica (teores semitotais) de nutrientes e metais nos
cascalhos dos pocos de Pré-sal e PGs-sal sem tratamento e com tratamento,
respectivamente.

Sem tratamento Com tratamento
Determinacbes PRE-SAL POS-SAL PRE-SAL POS-SAL
____________________ - --g kg_l_ ——— e

P 5,52 4,13 1,01 3,12
K 0,22 9,30 9,89 4,69
Ca 490,78 63,76 187,71 15,10
Mg 57,04 23,23 16,95 4,38
Al 1,08 0,34 6,72 0,56
Na 21,56 19,67 3,66 1,08
-------------------- - --mg Kg-1-----==-mmmmmmmmmmm oo
Fe 11.158,25 3.217,64 26.389,35  5897,71
Cu 24,54 4.011,98 41,14 2,61
Mn 183,32 38,59 326,42 45,75

Zn 160,16 20,42 392,44 18,82
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Pb 13,57 1,57 4,64 0,83
Cd 0,34 0,24 0,1 0,1

Ni 10,38 94,24 25,23 106,2
Cr 29,99 122,07 36,17 85,99

Fonte: A autora (2023).

As concentracdes dos cascalhos tratados foram denominadas de acordo com as
concentragOes que foram utilizadas com o cascalho sem nenhum tratamento, seguindo as
seguintes doses: 0,25%, 0,5%, 1,0%, 2,5% e 5%. Essas concentra¢des foram incorporadas
ao SAT (Solo Atrtificial Tropical) de acordo com as determinacdes em gramas de cada

substancia, conforme a Tabela 3.

Tabela 2. Relagéo entre concentragdes do cascalho utilizadas com SAT.

% cascalho SAT (9) Cascalho () Total (g)
0 200 0 200
0,25 199,5 0,5 200
0,5 199 1 200
1 198 2 200
2,5 195 5 200
5 190 10 200

Fonte: A autora (2022).

Figura 1. Aspecto geral das amostras dos cascalhos pré-sal e pos-sal oriundos dos po¢os
9-MLL-83-RJS e 7-MLL-82HA-RJS, respectivamente.

Legenda: (a) Imagem representativa do cascalho pré-sal; (b) Imagem representativa do cascalho p6s-sal.
Fonte: A autora (2022).
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3.3 SOLO-TESTE

Para a realizacdo dos ensaios de ecotoxicidade, foi utilizado o Solo Artificial
Tropical (SAT) que é um substrato normatizado pela OCED (1984) e adaptado por Garcia
(2004). A sua composicao foi de 75% de areia fina, 20% de caulim e 5% de po de fibra
de coco (GARCIA, 2004).

A preparacdo do SAT requer cuidados e alguns procedimentos que devem ser
realizados com os componentes do mesmo. A areia fina deve ser lavada até que seja
retirada impurezas e excessos de Oxido de ferro, deve ser seca em estufaa 110 °C durante
3 dias e peneirada com malha de 0,05 mm. O po de fibra da casca de coco devera ser seco
em estufa a 40 °C durante 2 a 4 dias e peneirado em malha de 0,2 mm. Ap0ds a realizacdo
destes procedimentos, os ingredientes serdo colocados em uma caixa plastica grande de
aproximadamente 30 litros e serdo misturados manualmente até que o SAT seja
completamente homogeneizado. Ap6s a homogeneizagdo do substrato, deve-se medir o
pH do mesmo, que devera estar entre os valores de 5,5 a 6,5. Caso o pH do SAT néo

esteja dentre esses valores, ele deve ser ajustado utilizando carbonato de calcio (CaCO:s).

Figura 2. Componentes que constituem o Solo Artificial Tropical.
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Fonte: Niva e Brown (2019).

3.4 ORGANISMOS-TESTE

Todas as espécies utilizadas nos ensaios ecotoxicoldgicos foram provenientes de
cultivos ja existentes na UFSC campus Curitibanos. Estes cultivos sdo normatizados pela
ABNT e ISO.
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3.4.1 Colémbolos Folsomia candida

O cultivo de colémbolos da espécie Folsomia candida (Fig. 3) seguiu os critérios
danorma ABNT NBR/ISO 11267 (ABNT, 2019). O meio de cultivado utilizado para essa
espécie € composto por carvdo ativado e gesso, na proporcdo 1:10. A funcéo do uso do
gesso é devido a absorcao de residuos de gases e excrecdes. Ja o carvao ativado facilita a
observacao dos organismos, pois sua coloracao € escura. O meio de cultivo é posto em
recipientes de plastico com capacidade de 400 mL com tampas. Cada recipiente contem
aproximadamente 1 cm de espessura do meio de cultivo, umedecido com agua destilada.
Os colémbolos foram mantidos dentro destes recipientes, sobre o meio de cultivo,
alimentados com fermento bioldgico (Saccharomyces cerevisiae) e com a adicdo de
algumas gotas de agua destilada sobre o alimento. A oferta de alimento deve ser feita de
duas a trés vezes por semana. Apds oito semanas, devera ser realizada a troca do
recipiente e do meio de cultivo, para induzir a ovoposicdo dos organismos. O
acondicionamento dos cultivos foi em camara climatica BOD (Biochemical Oxygen
Demand) com temperatura de 20 + 2°C, fotoperiodo de 12/12 de claro/escuro, e com
umidade entre 70 a 80%.

Figura 3. Cultivo de colémbolos Folsomia candida vistos na lupa.

Legenda: (a) Organismos sob o meio de cultivo; (b) Seta indicando a ovoposicdo dos organismos adultos.
Fonte: A autora (2022).

Para obter organismos com idade padrdo para 0s ensaios ecotoxicolégicos, faz-
se necessario fazer o isolamento dos ovos oriundo da ovoposicao dos organismos adultos.
Para tal procedimento, utilizou-se um recipiente com meio de cultivo e um fragmento de
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do mesmo meio de cultivo, chamado popularmente de “pedra”, pertencente a0 mesmo
material do meio elaborado para os organismos. Esta pedra foi colocada no recipiente
com o meio de cultivo, e sobre este material, foi depositado os ovos coletados proveniente
da ovoposicao de organismos adultos (Figura 4). Este procedimento é feito com a ajuda
de um estereomicroscopio (lupa) e um pincel de ponta fina. Apos o isolamento dos ovos,
o recipiente foi colocado dentro da BOD com os demais cultivos. Os ovos foram
monitorados todos os dias apds seu isolamento, até ocorrer a eclosdo dos mesmos. Apos
notar que houve a eclosdo dos ovos, foi colocado fermento biolégico sobre o meio de
cultivo, incentivando que os juvenis descessem da pedra e permanecem sobre o meio.
Apos 48 horas do nascimento dos organismos, a pedra com o restante dos ovos foi
removida, para que, desta forma, fosse obtido um lote de organismos sincronizados com

idade padrdo entre 10 a 12 dias de nascimento.

Figura 4. Isolamento dos ovos oriundo da ovoposi¢édo de adultos sob a pedra.

Fonte: A autora (2022).

3.4.2 Enquitreideos Enchytraeus crypticus

O cultivo de enquitreideos da espécie E. crypticus (Fig. 5) € normatizado pela
norma ABNT NBR/ISO 16387 (ABNT, 2012). O meio de cultivo para esta espécie é o Solo
Artificial Tropical (SAT). Os organismos foram cultivados em recipientes plasticos (500
mL) com tampa perfurada, permitindo a troca gasosa com o meio externo. O pH do substrato
variou entre 6 e 6,5 e a umidade foi mantida com agua destilada. As caixas de cultivo foram
mantidas em camara de incubagdo (BOD) com temperatura entre 20 + 2°C, com fotoperiodo
de 12/12 h de claro/escuro. A farinha de aveia foi utilizada para alimentacdo destes
organismos, oferecida ad libitum de duas a trés vezes por semana. A substituicdo do meio de

cultivo foi realizada a cada trés meses, para evitar a contaminacdo do cultivo com fungos e
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outros organismos. Os organismos empregados nos ensaios ecotoxicoldgicos estavam
clitelados.

Figura 5. Enquitreideos da espécie Enchytraeus crypticus vistos através do
estereomicroscopio (lupa).

Fonte: A autora (2022).

3.5 ENSAIOS ECOTOXICOLOGICOS

Foi realizado um ensaio de crescimento e biomassa com espécie arborea M.
scabrella (bracatinga) avaliando alguns endpoints como comprimento da raiz e parte
aérea, massa seca da raiz e parte aérea. A espécie arbdrea M. scabrella vem sendo
empregada em ensaios ecotoxicoldgicos, pois apresenta diversas interacfes ecoldgicas, é
uma espécie pioneira e favorece a sucessao ecolégica em ambientes degradados (SILVA,
2018).

Também foi executado um ensaio ecotoxicolégico utilizando o Sistema
Microcosmos, que consiste em uma unidade experimental replicavel contendo SAT e o
residuo a ser testado, na qual a resposta de mais de uma espécie foi avaliada. Foi observado
se o residuo influenciou na atividade alimentar da fauna edafica, ja que esta acdo esta
diretamente ligada a uma importante funcdo ecoldgica, que € a degradacdo da materia
organica. (Burrows e Edwards, 2004; Bart et al., 2018). O teste de ecotoxicidade utilizando
microcosmos ndo possui nenhuma normativa especifica, portanto, o ensaio foi realizado de
acordo com trabalhos que ja foram executados anteriormente e que estdo disponiveis na

literatura.

3.5.1 Ensaio de crescimento e biomassa com a espécie arborea Mimosa scabrella

O ensaio de ecotoxicidade foi executado de acordo com as recomendacdes da
norma ABNT NBR/ISO 11269-2 (ABNT, 2014), com adaptacOes realizadas por Silva
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(2019). O mesmo foi conduzido na casa de vegetacdo da UFSC — Campus de Curitibanos,
com temperatura de 20 £ 2°C (Fig. 6).

O ensaio contou com 4 réplicas e cada tratamento foi determinado de acordo
com as concentrac6es dos cascalhos. Ao todo foram 6 tratamentos, incluindo o tratamento
controle (sem adicdo do residuo), para o cascalho pré-sal e pds-sal, com as concentragdes
variando entre 0,25% a 5%. Os recipientes-teste utilizados foram tubetes de 175 cm3 com
aproximadamente 130 g de SAT e cascalho, umedecido até 50% da sua capacidade de
retencdo de agua (CRA). Foram adicionadas trés sementes de bracatinga para cada tubete
e a irrigacdo das plantas foi realizada manualmente pelo menos uma vez no dia. As
sementes foram submetidas a imersdo em &gua destilada quente (80°C) por
aproximadamente 18 horas para superacdo da dorméncia. Apdés o 10° dia do
estabelecimento do ensaio, foi realizado o raleio permanecendo apenas uma plantula por

réplica.

O experimento foi finalizado apds o 35° dia a partir do raleio das plantulas. As
mudas foram removidas dos tubetes e realizou-se as avalicdes do comprimento da parte
area e da raiz, sendo aferidos com auxilio de uma régua (em centimetros). Apds este
aferimento, as plantas foram depositadas em sacos de papel com a sua devida
identificagdo. Posteriormente, as mesmas foram submetidas a uma secagem em estufa
com circulacdo de ar a 60 °C até atingirem peso constante. A partir deste processo, foram
determinadas a massa seca da parte aérea e da raiz. As plantas foram cortadas na regido

do hipocétilo para serem pesadas individualmente com o auxilio de uma balanca analitica.

Figura 6. Ensaio ecotoxicoldgico com M. scabrella.
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Legenda: (a) As réplicas em casa de vegetacdo; (b) Afericdo dos endpoints.
Fonte: A autora (2022).
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3.5.2 Sistema Microcosmos com organismos-testes

O presente ensaio de ecotoxicidade consistiu na realizacdo de um microcosmos
com duracao de 30 dias, utilizando diferentes concentracdes dos cascalhos (Tabela 2),
que foram homogeneizados com o SAT. Em cada réplica, adicionou-se duas espécies de
organismos-teste, tais quais consistiam em enquitreideos da espécie Enchytraeus
crypticus e colémbolos da espécie Folsomia candida.

Foram utilizados tubos falcon com capacidade 50 mL, adicionando as misturas
de SAT com cascalho tratado, totalizando 40 g do substrato. Também foram adicionados
20 colémbolos com idades entre 10 a 12 dias e 20 enquitreideos clitelados.

Para determinacéo da atividade alimentar da fauna do solo, em cada réplica foi
inserida uma unidade de ldminas-iscas, conhecido como método bait lamina normatizado
pela ISO 18311 (ISO, 2016). As laminas-iscas sao compostas por placas de plastico PVC
fino, com tamanho de 120 mm x 6 mm x 1mm, com sua ponta com formato pontiagudo na
extremidade inferior, sendo feitos 16 aberturas de 1,5 mm de diametro, com espagamento
entre 5 mm, j& que essas aberturas servem para alocacgdo da isca. O alimento utilizado como
isca possui composicao de 70% celulose, 25% farinha de trigo e 5% de carvdo ativado.

Ao final dos 30 dias, as laminas foram removidas e realizou-se a contagem do
nimero de aberturas onde a isca foram consumidas pela fauna. O consumo nos
tratamentos foi comparado estatisticamente com o consumo do tratamento controle, onde
ndo hé a presenca do cascalho. Com a realizacdo deste teste, foi possivel verificar se as
diferentes concentracgdes do cascalho influenciaram adversamente a funcéo alimentar das

espécies presentes no teste.

Figura 7. Ensaio ecotoxicoldgico Microcosmos.

e
N

Legenda: (a) llustragdo do recipiente-teste usado como microcosmo com a inser¢éo da lamina-
isca. (b) Pesagem do solo com a insercdo da bait-lamina. (c) Adicdo dos organismos-teste em cada réplica.
Fonte: A autora (2022).
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Ao final do ensaio ecotoxicoldgico, realizou-se a contagem dos organismos-teste
presentes em cada réplica, seguindo adaptacdes das normas ABNT NBR/ISO 11267
(ABNT, 2019) que estabelece informacdes sobre ensaio de reproducao de colémbolos F.
candida e pela norma NBR/ISO 16387 (ABNT, 2012), que determina ensaio de
reproducdo com E. crypticus.

Os tratamentos deste ensaio correspondem as diferentes concentragdes do
cascalho, sendo dois tratamentos controle, um para o cascalho pré-sal e outro para o pos-
sal, com apenas o SAT, e cinco tratamentos com diferentes concentracdes dos cascalhos
tratados, como consta na Tabela 2. Cada tratamento apresentou seis réplicas e uma dessas
réplicas ndo recebeu organismos, sendo utilizada para determinacdo de umidade e pH ao
final do ensaio. Cada réplica recebeu um bait lamina para avaliar a atividade alimentar
dos organismos. O teste ecotoxicoldgico foi mantido em camara climatizada a 20°C £ 1

com fotoperiodo de luz/escuro de 12h/12h.

Legenda: (a) Réplicas mantidas em BOD. (b) Avaliagdo das bait-laminas. (¢) Método utilizado
para realizar a contagem dos organismos-teste.
Fonte: A autora (2022).

3.6 ANALISE DE DADOS ESTATISTICOS

Os resultados para cada endpoint avaliado, tanto no microcosmos quanto no
ensaio com plantas, foram analisados usando a Anélise de Variancia (ANOVA), seguida
do teste post-hoc de Dunnett (p<0,05), comparando o desempenho das espécies nos
tratamentos com o controle (sem adigé@o de cascalho). Foi utilizado o software MiniTab
16. A normalidade dos dados e a homogeneidade das variancias foram testadas usando
meio do teste de Shapiro-Wilks e Bartlett, respectivamente.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 ENSAIO DE CRESCIMENTO E BIOMASSA COM A ESPECIE ARBOREA

Mimosa scabrella

Os resultados do ensaio ecotoxicol6gico com a espécie arborea M. scabrella
utilizando os cascalhos da camada pré-sal e pds-sal sdo apresentados nas Figuras 9 e 10.
Em geral, os cascalhos nao apresentaram ecotoxicidade nas concentracdes testadas para
0s parametros massa seca e comprimento, tanto da parte aérea quanto da raiz. De forma
atipica, houve diferencga estatistica (p<0,05) para a proporcao de 0,25% do cascalho pré-
sal comparado com o tratamento controle, para o endpoint de massa seca da raiz,

conforme a Fig. 9, indicando um ganho de massa seca neste tratamento.

Figura 9. Massa seca da parte aérea (a) e da raiz (b) de Mimosa scabrella (média +
intervalo de confianga) exposta a diferentes proporcdes do cascalho tratado da camada
pré-sal e pos-sal em Solo Artificial Tropical (SAT), cultivado por 45 dias. Os asteriscos
(*) indicam diferencas significativas em relacéo ao controle (ANOVA, teste de Dunnett
(p<0,05).
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Fonte: A autora (2023).

Os resultados obtidos estdo de acordo com Cruz (2022), que testou os cascalhos
pré-sal e pos-sal sem tratamento em um ensaio de crescimento e biomassa com a mesma
espécie em Solo Artificial Tropical. A autora verificou que ndo houve efeitos
significativos nas concentracfes de 0,25% a 5% do cascalho pré-sal para os endpoints de
massa seca da parte aérea e da raiz e comprimento da parte aérea. Porém, notou-se de
forma atipica, diferencas significativas nos tratamentos de 1% e 4% para o0 endpoint de
comprimento da raiz. Para o cascalho pos-sal, a autora ndo encontrou diferenca

significativa (p<0,05) para nenhum dos endpoints avaliados.
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Figura 10. Comprimento da parte aérea (a) e da raiz (b) de Mimosa scabrella (média +
intervalo de confianga) exposta a diferentes proporcdes do cascalho tratado da camada
pré-sal e pos-sal em Solo Artificial Tropical (SAT), apds 45 dias de exposicao. Os
asteriscos (*) indicam diferencas significativas em relagdo ao controle (ANOVA, teste
de Dunnett (p<0,05).
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Fonte: A autora (2023).

Martins (2022) realizou um ensaio de crescimento e germinacdo com alface
(Lactuca sativa) testando os cascalhos pré-sal e pds-sal tratados adicionados ao SAT. De
acordo com os resultados obtidos, houve a germinacgdo em todos os tratamentos testados.
N&o houve reducéo significativa (p<0,05) para o crescimento da raiz (cm) e altura da
parte aérea (cm). Porém, foi observado uma reducdo significativa no acumulo de massa
seca (mg) nos tratamentos 0,5, 2,5 e 5% da camada pré-sal, indicando efeitos negativos
deste residuo sobre as plantas.

Silva (2017) testou o cascalho onshore simulando o uso do residuo com
destinacdo a utilizacdo de substratos. A espécie florestal utilizada no experimento foi a
Colubrina glandulosa, juntamente com a inoculacdo de uma mistura de fungos
micorrizico arbusculares (Rhizophagus clarus, Gigaspora margarita, Dentiscutata
heterogama). O objetivo do estudo foi avaliar o potencial efeito dos fungos na diminuigéo
de possiveis efeitos deletérios do cascalho, decorrentes de sua salinidade. A espécie
utilizada pela autora é conhecida por ser rustica, de facil cultivo e com crescimento
moderado a rapido, ideal para utilizacdo em restauragéo de areas degradadas. Silva (2017)
verificou que o crescimento em altura e didmetro do coleto da especie C. glandulosa foi
afetado a partir da concentracdo de 10% do residuo, ocasionando redugdo do
desenvolvimento das plantas. Ja os tratamentos que foram associados com os fungos
micorrizicos arbusculares apresentaram crescimento uniforme em altura, diametro e
massa seca total, verificando-se que os fungos amenizaram o estresse prejudicial sobre o

crescimento da espécie.
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Cruz (2022) mencionou que a espécie arborea M. scabrella apresenta grande
potencial para o cultivo em solo salino e também alta adaptacdo para ser utilizada em
recuperacdo de areas degradadas. A autora também realizou ensaios ecotoxicoldgicos
com organismos-teste representantes de invertebrados do solo, importantes em processos
ecossisttmicos em florestas. Através deste estudo, verificou-se que as plantas
apresentaram menor sensibilidade comparado aos invertebrados, apontando que as
concentracdes seguras do residuo podem ser diferentes para plantas e para a fauna,
preconizando sempre a menor concentracao a ser disposta no solo.

Para o cascalho tratado da camada pés-sal, os resultados ndo apontaram
ecotoxicidade para as concentracdes testadas. De acordo com os endpoints avaliados, ndo
houve diferenca significativa (p<0,05) entre o tratamento controle e os demais
tratamentos com adicdo de cascalho p6s-sal, conforme as figuras 9 e 10. De forma geral,
o cascalho pos-sal apresenta menores teores de macronutrientes, micronutrientes e metais
pesados comparado com o cascalho da camada pré-sal, portanto, pode gerar efeitos menos
adversos aos organismos expostos.

Cruz (2022) realizou um ensaio de crescimento e biomassa com bracatinga
utilizando cascalho offshore da camada p6s-sal sem tratamento adicionados em SAT. A
autora concluiu que o residuo ndo causou ecotixicidade para os mesmos endpoints
avaliados no presente estudo. Porém, observou-se uma reducdo significativa atipica na
concentracdo de 2,5%. A autora também efetuou um ensaio de germinacao e crescimento
com alface (L. sativa), avaliados por meio de elutriatos com cascalhos pré-sal e pds-sal
sem tratamento. Os resultados indicaram a germinacdo em todos os tratamentos, sem
reducdo significativa (p<0,05) para o crescimento da raiz (cm), quando comparadas ao
controle. Martins (2022) realizou um ensaio de germinacao e crescimento de plantas com
alface (L. sativa) com cascalho p6s-sal tratado utilizando SAT. Neste estudo, foi possivel
observar que os resultados ndo indicaram reducdo significativa (p<0,05) comparado com
o0 tratamento controle para altura da parte aérea (cm), crescimento de raiz (cm) e massa
seca da raiz e parte aérea (mg) para todas as concentragdes testadas.

Sobre as concentragdes de cascalhos, Cruz (2022) testou o cascalho onshore (de
pocos terrestres), sem tratamento para remocdo de Na, variando de 5% a 20% a
porcentagem de cascalho adicionada ao SAT em ensaio de crescimento com bracatinga.
Os dados obtidos revelaram que concentragdes acima de 5%, de forma geral,
apresentaram uma reduc&o significativa (p<0,05) para mesmos endpoints avaliados neste

estudo, exceto para a massa seca da parte aérea. Importante ressaltar que as caracteristicas
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quimicas, fisicas e geoldgicas alteram-se de forma significativa, visto que o cascalho
onshore € extraido em ambiente terrestre e o offshore é extraido em ambiente marinho.

Contudo, Silva (2018) ressalta que trabalhos ecotoxicoldgicos com espécies
arboreas sdo escassos, portanto, tem-se a necessidade de mais estudos e investigacdes
utilizando tais organismos, buscando também a padronizacdo de espécies arboreas para
fins comparativos e uniformidade.

Leite (2015) enfatiza que é necessario investigar e analisar minuciosamente 0s
beneficios do emprego de residuos na agricultura como fontes de adubo ou fertilizantes.
Isso se deve ao fato de que, frequentemente, os residuos apresentam desequilibrios em
termos de teores nutricionais adequados para atender as necessidades das plantas (como
¢ 0 caso das relacGes C/N, Ca/Mg e K/Mg). Além disso, existe desconhecimento acerca
da eficécia na liberacdo desses nutrientes, da composi¢do quimica do material organico e
da possivel presenca de substancias e elementos que poderiam representar riscos

ambientais nos residuos.
4.2 SISTEMA MICROCOSMOS COM ORGANISMOS-TESTE

O principal resultado obtido no ensaio ecotoxicoldgico de Sistema Microcosmos
¢ a avaliacdo da atividade alimentar dos organismos-teste. Foi possivel avaliar
visualmente e quantificar a porcentagem de consumo, pela fauna edéafica do solo, através
do substrato aderido aos orificios de uma lamina plastica introduzida ao solo-teste (1SO,
2016). Portanto, de acordo com as figuras 11 e 12, é notavel que as porcentagens de
consumo de bait lamina ndo foram afetadas em nenhum tratamento, tanto do cascalho

pré-sal quanto do po6s-sal, ambos tratados.

Figura 11. Porcentagem de consumo médio (média + intervalo de confianca) de iscas
bait lamina para o cascalho tratado da camada pre-sal em funcdo de suas diferentes
concentragdes, no ensaio de microcosmos apos 30 dias de exposigéo.
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Fonte: A autora (2023).
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Figura 12. Porcentagem de consumo médio (media + intervalo de confianga) de iscas
bait lamina para o cascalho tratado da camada p6s-sal em funcao de suas diferentes
concentragdes, no ensaio de microcosmos apds 30 dias de exposigao.
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Fonte: A autora (2023).
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Helling et al. (1989) foi o percursor deste método de avaliagdo alimentar
utilizando bait lamina e diferentes invertebrados do solo em estudos de abrangéncia
laboratorial. O mesmo utilizou duas espécies representativas de colémbolos (Folsomia
candida e Onychiurus fimatus) e duas espécies de enquitreideos (Enchytraeus minutus e
Enchytraeus lacteus) para determinar quais taxons realmente se alimentavam de iscas bait
lamina e quais eram as preferéncias alimentares dos organismos testados. Os autores
utilizaram compartimentos de 50 cm?3 com adicdo de 75 g de solo e constataram uma alta
taxa de consumo alimentar dos colémbolos e enquitreideos, o que esta de acordo com 0s
resultados encontrados no presente estudo.

E notavel que as proporgbes de cascalhos tratados testados ndo afetaram o
consumo alimentar dos organismos-teste, indicando que os parametros estruturais e
funcionais do solo ndo foram afetados. A estratégia para integrar investigac@es funcionais
na biologia do solo ao nivel de ecossistema tem a vantagem de explicar 0s processos que
envolvem a decomposicdo da matéria organica, mudanc¢as importantes na estrutura e
funcionabilidade do solo, questdes de gestdo de ecossistemas e protecdo do solo (Kratz,
1998).

De acordo com Bart et al. (2018), 0 microcosmo utilizando bait lamina adaptado
para condigdes laboratoriais € um método de facil execucéo, rapido e barato, o que torna-
0 uma ferramenta relevante a ser utilizada em avalia¢Ges ecoloxicologicas. Além disso,
este método permite avaliar a resposta de mais de um organismos-teste no mesmo
experimento. Mas € relevante ressaltar que o método microcosmos realizado em
laboratdrio ndo substitui o uso do Bait-Lamina Test (BLT) em campo, onde ha toda a

complexidade e dinamismo de um ecossistema biodiverso. Portanto, assim que a
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formulacdo do adubo organomineral for concluida e disposta a campo, é imprescindivel
arealizacdo do BLT para avaliar a funcdo de habitat do solo e o funcionamento relevante

que a fauna do solo representa nos processos ecologicos.
4.2.1 Reproducéo de F. candida no Sistema Microcosmos

No Sistema Microcosmos, além da avaliacdo da atividade alimentar dos
organismos-teste, também houve a mensuracdo da reproducdo dos colémbolos F.
candida. Para os tratamentos do cascalho pré-sal, os resultados obtidos mostraram que
ndo houve diferenca estatistica (p<0,05) comparado com o tratamento controle (Figura
15).

Figura 13. Namero medio de juvenis de colémbolos F. candida (média + intervalo de
confianca) expostos a diferentes proporcdes do cascalho tratado da camada pré-sal em
Solo Artificial Tropical (SAT) no ensaio Microcosmos, ap6s 30 dias de exposicao.
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Fonte: A autora (2023).

O cascalho pré-sal tratado ndo apresentou ecotoxicidade em todas as proporcoes
testadas, mostrando desacordo com dados encontrados por Martins (2022) que testou o
mesmo residuo tratado, porém, houve reducgdes significativas na reprodugdo de
colémbolos nas concentracdes de 0,50%, 2%, 4% e 5%. A maior proporgéo testada pela
autora (5%) foi a que mais apresentou ecotoxidade aos organismos-teste. No presente
ensaio ecotoxicoldgico, foi possivel observar que o nimero médio de juvenis da
concentracdo de 5% manteve-se proximo ao nimero medio encontrado para o tratamento
controle, que ndo possui adi¢ao de cascalho. Como o Sistema Microcomos segue padrdes

diferentes ao ensaio normatizado de reproducdo com colémbolos, pode haver uma



34

possivel explicagdo sobre a discrepancia entre essas diferengas de reproducbes do
organismo testado.

Em ensaio de reproducdo de F. candida utilizando cascalho pré-sal sem
tratamento, Cruz (2022) encontrou reducdo significativa (p<0,05) em proporgdes a partir
de 1% e inibicdo total a partir de concentracdes de 7,5%. De acordo com a autora, a
inibicdo de reproducdo dos invertebrados do solo pode estar relacionada com as altas
concentracdes de Na presentes no cascalho pré-sal sem tratamento, o que foi evidenciado
pelos altos valores de condutividade elétrica ao inicio e ao final dos ensaios. No presente
estudo, como o cascalho passou por tratamento para reducdo de Na (método a ser
patenteado, por isso, ndo esta descrito neste trabalho), as avaliacBes bioldgicas
demonstram que de fato o tratamento reduziu a ecotoxicidade deste residuo.

Mesmo ndo havendo diferenca estatistica (p<0,05), é notavel que o tratamento
0,25% apresentou maior média comparado com o0s demais tratamentos, incluindo o
tratamento controle. Essa mesma tendéncia tambem foi observada por Martins (2022),
que obteve a maior média de numero de juvenis na mesma proporc¢ao testada, porém, sem
diferencas estatisticas (p<0,05). Tais resultados podem indicar uma possivel dosagem a
ser utilizada na formulacdo do adubo organomineral, j& que ndo apresentou toxicidade
aos organismos-teste e estimulou a reproducéo dos mesmos.

Para o cascalho tratado da camada pds-sal, também houve a contagem dos

juvenis apos a finalizacdo do Sistema Microcosmos (Fig. 14).

Figura 14. Namero medio de juvenis de colémbolos F. candida (média + intervalo de
confianca) expostos a diferentes proporcdes do cascalho tratado da camada pds-sal em
Solo Artificial Tropical (SAT) no ensaio Microcosmos, ap6s 30 dias de exposicao.
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Fonte: A autora (2023).
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De acordo com os dados obtidos, ndo houve diferenca significativa entre os
tratamentos em comparacgdo com o tratamento controle, portanto, é possivel afirmar que
ndo houve ecotoxicidade associada ao residuo em nenhuma das concentragdes testadas.

Em comparacdo com o numero médio dos individuos mensurados no cascalho
pré-sal tratado, observa-se um grande aumento na reproducdo dos colémbolos com o uso
do cascalho pos-sal, como pode ser visto na Fig. 15. E fundamental destacar que 0s
ensaios ecotoxicologicos Microcosmos para os cascalhos pré-sal e pds-sal foram
realizados simultaneamente, ocorrendo na mesma camara de incubacdo (BOD), e sob as

mesmas condicOes de temperatura e luminosidade.

Figura 15. Comparativo entre cascalho pré-sal e pos-sal sobre 0 nimero médio de
juvenis (média % intervalo de confianca) de colémbolos F. candida no Sistema
Microcomos, ap0s 30 dias de exposicao.
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Fonte: A autora (2023).

Em testes com cascalho pds-sal sem tratamento utilizando SAT, Cruz (2022)
observou inibigdes na reproducdo de F. candida a partir da concentracdo de 4%. Ja
Martins (2022), ndo observou inibicdo de reproducdo dos organismos em todas as
concentracdes de cascalho pos-sal tratado com SAT, corroborando com os dados obtidos
no presente estudo. O cascalho pds-sal é caracterizado por possuir menor teor de Na e
outros elementos quimicos que possam ser deletérios aos organismos terrestre, portanto,
esse fator pode estar associado a alta reproducdo dos colémbolos comparado com o
cascalho pré-sal, que possui maior teor de Na, mesmo apos o tratamento (Tabela 2).

Apesar de ter demostrado uma reducdo de numero médio de juvenis na

concentracdo de 1%, o cascalho pds-sal tratado possui um grande potencial para a
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formulacdo do adubo organomineral, principalmente considerando menores proporgdes
de uso (0,25 a 0,5%), embora as maiores concentracdes também tenham apresentado bons

resultados em relacao a reproducéo de colémbolos e crescimento de plantas.
4.2.2 Reproducéo de E. crypticus no Sistema Microcosmos

A reproducdo de enquitreideos também foi determinada no ensaio Microcosmos
(Fig. 16). Para os tratamentos com cascalho pré-sal tratado, € possivel observar diferencas
estatisticas (p<0,05) nas concentracdes 0,50%, 1% e 2,5% onde houve estimulo a

reproducdo dos enquitreideos.

Figura 16. Namero médio de individuos de E. crypticus (média + intervalo de
confianca) expostos a diferentes proporcdes do cascalho tratado da camada pré-sal em
Solo Artificial Tropical (SAT) no ensaio Microcosmos ap0s exposicdo de 30 dias. Os
asteriscos (*) indicam diferencgas significativas em relagéo ao controle (ANOVA, teste

de Dunnett (p<0,05).
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De acordo com a figura 16, pode-se observar que 0 nimero medio de
enquitreideos aumentou significativamente em trés proporcdes do cascalho pré-sal,
gerando diferencas estatisticas em comparag¢do com o tratamento controle, que ndo possui
adicdo de cascalho. Os resultados obtidos estdo de acordo com Martins (2022), que
utilizou 0 mesmo residuo tratado em um ensaio de reproducdo com enquitreideos.
Segundo os dados obtidos neste ensaio, ndo foram encontradas diferencas estatisticas
entre os tratamentos, mas as médias que apresentaram aumento na reproducao comparado

com o tratamento controle, foram nas concentracGes de 0,25%, 0,50%, 1% e 2%.
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Cruz (2022) realizou um ensaio de reprodugdo com enquitreideos utilizando
cascalho da camada pré-sal sem tratamento, e observou que 0s organismos sofreram
inibicdo reprodutiva a partir da proporc¢éo de 4%.

Para o cascalho tratado da camada pds-sal, ndo houve diferenca estatistica
(p<0,05) entre as concentragcOes testadas em compara¢do com o tratamento controle
(Figura 17).

Figura 17. Namero médio de individuos de E. crypticus (média + intervalo de
confianca) expostos a diferentes proporcdes do cascalho tratado da camada pré-sal em
Solo Artificial Tropical (SAT) no ensaio Microcosmos ap6s 30 dias de exposicao.
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Fonte: A autora (2023).

De forma atipica, a maior média de nimero de individuos encontrados foi na
maior proporcdo testada (5%), estando de acordo com Martins (2022), que encontrou
médias de individuos semelhantes em um ensaio de reproducdo com E. crypticus com o
mesmo residuo tratado. Para o cascalho pds-sal sem tratamento, Cruz (2022) encontrou
inibicdo da reproducéo dos organismos a partir da concentracao de 2,5%. Também neste
caso, 0s ensaios do presente estudo mostram a eficiéncia do tratamento na reducéo da
ecotoxicidade.

Diferentemente do comparativo dos dois cascalhos com o nimero médio de
juvenis de colémbolos (Figura 15), o nimero médio de individuos de enquitreideos nao
apresentou diferencas significativas entre os cascalhos da camada pré-sal e pos-sal, exceto
na concentracao de 5% do pos-sal e no tratamento controle (Figura 18).

A principio, esperava-se maior sensibilidade na reproducdo de enquitreideos do
que na reproducdo dos colémbolos. Enquitreideos sdo organismos de corpo mole, o que

implica na absor¢do de agua e oxigénio que ocorre através da epiderme, portanto,
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deveriam estar mais expostos ao Na e outros elementos quimicos através do solo. Os
colémbolos, por sua vez, possuem um exoesqueleto que oferece uma maior protecdo
contra substancias nocivas no solo (Pereira et al., 2015).

Dado que o cascalho proveniente das perfuracdes de pocos petroliferos constitui-
se de uma matriz complexa que incorpora uma variedade de outros potenciais elementos
contaminantes, tais como o Béario que advém do fluido de perfuracdo, metais e
hidrocarbonetos, € plausivel supor que outros contaminantes também possam afetar a
resposta dos organismos, mesmo que o residuo tenha sido tratado para mitigar as

consequéncias toxicas incorporadas (Cruz, 2022).

Figura 18. Comparativo entre cascalho pré-sal e pos-sal tratados sobre o nimero medio
de individuos (média * intervalo de confiancga) de enquitreideos E. crypticus no Sistema
Microcomos apds 30 dias de exposi¢do. Os asteriscos (*) indicam diferencas
significativas em relagéo ao controle (ANOVA, teste de Dunnett (p<0,05).
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Fonte: A autora (2023).

Outro fator relevante que deve ser discutido é o tipo de solo a ser utilizado com
o0 residuo estudado, j& que diferentes tipos de solo podem afetar a ecotoxicidade de
substancias e consequentemente, afetar a resposta dos organismos terrestre (Cruz, 2022;
Domene et al., 2011). Portanto, torna-se necessario realizar ensaios com o mesmo residuo,
seja ele com ou sem tratamento, porém, utilizando solos naturais para resultados mais

concretos.
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5 CONCLUSAO

Os cascalhos tratados provenientes da perfuracdo de pocos petroliferos das
camadas pré-sal e pos-sal ndo apresentaram ecotoxicidade a espécie arbdrea M. scabrella
e para 0s organismos-teste empregados no Sistema Microcosmos.

No ensaio de crescimento e biomassa com a espécie arbdrea Mimosa scabrella,
foi possivel observar, através da avaliagdo dos endpoints, que ndo houve ecotoxicidade
associado aos residuos tratados com a utilizacdo de Solo Artificial Tropical para todas as
concentragOes testadas. Dessa forma, o uso dos residuos ap6s o tratamento pode
apresentar resultados favoraveis para espécies arbdreas empregadas em plantios
florestais. Entretanto, é necessario a realizacdo de mais ensaios ecotoxicol6gicos com
outras espécies arbdreas de interesse econdmico, e também, o emprego de solos naturais
nesses ensaios.

No ensaio ecotoxicoldgico Sistema Microcosmos, constatou-se a auséncia de
ecotoxicidade relacionada aos residuos testados em Solo Artificial Tropical. As diferentes
concentracdes dos cascalhos das camadas pré-sal e pds-sal ap6s o tratamento néo
apresentaram efeitos adversos para a atividade alimentar dos organismos-teste, assim
como para a reproducdo de colémbolos e enquitreideos.

Nesse contexto, concentracdes na faixa de 0,25% (equivalente a 6,5ton/ha) a 5%
(equivalente a 130 ton/ha) mostram grande potencial no uso como adubo organomineral,
especialmente em cenarios de plantios florestais e recuperacéo de areas degradadas. Vale
destacar que, para a espécie arbérea pioneira e 0s organismos do solo comumente
encontrados em areas florestais, todas as concentrac@es ndo demonstraram ecotoxicidade

alguma.
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