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RESUMO

O desenvolvimento econdmico dos ultimos anos fez com que houvesse
um aumento vertiginoso da frota de automoOveis no pais e,
conseqlientemente, um aumento no consumo de combustiveis. Segundo
dados da Agéncia Nacional do Petréleo (ANP), o 4leo diesel é o
combustivel mais produzido no Brasil (ANP, 2010). O diesel € um
combustivel muito eficiente, porém, as crescentes preocupac¢fes com as
guestbes ambientais, bem como anseios quanto a finitude do petréleo,
fizeram com que fosse introduzido o biodiesel na matriz energética do
pais. A introducdo do biodiesel na matriz energética brasileira se deu
através do uso de misturas binarias diesel/biodiesel, sendo fixado em 5%
(cinco por cento), em volume, o percentual minimo obrigatério de
adigdo de biodiesel ao 6leo diesel comercializado (BRASIL, 2005°%. Os
derramamentos de combustiveis constituem uma das principais fontes
de contaminacdo dos ecossistemas, sendo 0s ecossistemas aquaticos 0s
receptaculos finais de qualquer polui¢do causada. Portanto, neste estudo,
foram avaliados os efeitos toxicoldgicos agudos e cronicos e o potencial
mutagénico da Frag&o SolGvel em Agua (FSA) do biodiesel, diesel e B5.
Os efeitos toxicologicos agudos foram avaliados através de testes de
toxicidade aguda com o microcrustaceo aquatico Daphnia magna e com
a bactéria marinha Vibrio fischeri. Os efeitos cronicos avaliados foram
longevidade, reproducdo e crescimento, através da exposicdo do
organismo-teste D. magna a diferentes diluicdes das amostras e ao
controle durante o tempo de 21 dias. O potencial mutagénico foi
analisado através do teste do microndicleo com eritrocitos sanguineos do
peixe Oreochromis niloticus. Os resultados demonstraram que a FSA do
biodiesel ¢ menos toxica que as FSA do diesel e do B5 para todos os
testes realizados. Além disso, observou-se que a FSA da mistura binaria
diesel/biodiesel de 5% (B5) apresentou efeitos toxicoldgicos aquaticos
semelhantes & FSA do diesel.

Palavras-chave: Toxicidade, Fragdo Soltvel em Agua, biodiesel, diesel
e B5.



ABSTRACT

The consumption of fuel in Brazil had increased significantly last years,
for the reason of the economic grow and the boost in the fleet of
automobiles. According to data of the National Petroleum Agency the
diesel is the most produced fuel in Brazil (ANP, 2010). The diesel is a
very efficient fuel, however, it was introduced the biodiesel in the
energy matrix of the country, because of the growing concerns with the
environmental issues, as well as the concern with the exhaustion of the
reservations of petroleum. The introduction of the biodiesel in the
Brazilian energetic matrix it was made with a binary blend of
diesel/biodiesel, being set in 5% (five percent) in volume, the obligatory
percentile of biodiesel added to the diesel marketed (BRASIL, 2005%).
The spillings of fuels constitute one of the main sources of
contamination of the ecosystems, being the aquatic ecosystems the final
receptacles of any caused pollution. Therefore, in this study, it was
evaluated the acute and chronic toxicological effects and the mutagenic
potential of the Water-Soluble Fraction (WSF) of the biodiesel, diesel
and B5. The acute toxicological effects were evaluated through acute
toxicity tests with the aquatic microcrustacean Daphnia magna and the
marine bacteria Vibrio fischeri. The chronic effects evaluated were
longevity, reproduction and growth, through the exposition of the test
organism D. magna to different dilutions of the samples and control
during the period of 21 days. The mutagenic potential was analyzed
using the micronucleus test with blood erythrocytes of the fish
Oreochromis niloticus. The results demonstrated that WSF of the
biodiesel is less toxic than WSF of the diesel and the B5 for all the tests
accomplished. Besides, it was observed that the WSF of the binary
blend diesel/biodiesel of 5% (B5) present the aquatic toxicological
effects similar to the WSF of the diesel.

key-words: Toxicity, Water-Soluble Fraction, biodiesel, diesel and B5.
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1. INTRODUCAO

O crescente desenvolvimento econémico e industrial das
Gltimas décadas fez com que houvesse um aumento vertiginoso no
consumo de energia mundial. De acordo com Mussa (2003), de 2000 a
2030, a demanda projetada de energia no mundo aumentara 1,7% ao
ano, alcancando 15,3 bilhdes tep.ano™. A matriz energética mundial é
fortemente inclinada para as fontes de carbono féssil, com participagdo
total de 80%. Neste contexto o petroleo recebe destaque, sendo
responsavel por 36% da energia produzida (BRASIL, 2006).

No cenério brasileiro observa-se, além do crescimento
econémico e industrial, um aumento de 118% da frota de veiculos na
Gltima década, totalizando 64.817.974 veiculos em todo o pais
(DENATRAN, 2011). Como consequiéncia disto h4 um aumento do uso
de combustiveis, e, por conseguinte, do petrdleo. O consumo brasileiro
de petréleo no ano 2000 foi de 75.867 mil barris.d™, enquanto no ano
2009 foi de 83.582 mil barris.d™. Assim, a producdo brasileira de
petréleo, no ano de 2009, foi de 109,8 milhdes mi. Os derivados
energéticos corresponderam a 84,2% do total produzido. Deste volume
total, o 6leo diesel teve participagdo de 39,1% ou 42,9 milhdes m3,
sendo o combustivel mais produzido no pais (ANP, 2010).

Apesar da comprovada eficiéncia dos combustiveis derivados
do petroleo e de seu custo de producéo ser relativamente baixo quando
comparado com outras fontes de energia (PLA, 2002), a crescente
preocupagdo com 0s aspectos ambientais e a finitude das reservas de
petréleo fizeram com que se repensasse 0 uso desses como a principal
fonte de combustivel.

Estudos relacionando o uso do petr6leo e seus combustiveis
derivados com seus impactos ambientais demonstram que estes sdo
toxicos, mutagénicos, carcinogénicos e que possuem substancias de
baixa biodegradabilidade (GRIFFIN & CALDER, 1976; GAUR &
SIGHN 1989; AL-YAKOOB et.al., 1996; LOCKHART et. al., 1996;
LEMOS 2003; VIEIRA, F. C. dos S., 2004; BARSIENE et. al., 2006;
VANZELLA et. al., 2006; MIRANDA, 2007; HOLLEBONE, 2009;
RODRIGUES et. al., 2010; entre outros). Além disso, MENICONI et.
al. (2002) destacam que os derramamentos de petroleo e seus
combustiveis derivados sdo o0s principais responsaveis pela
contaminacdo organica presente nos corpos hidricos. Somado aos
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problemas ambientais, observa-se 0 esgotamento progressivo das
reservas mundiais de petréleo, pois elas crescem a taxas inferiores ao
crescimento do consumo. Considerando as condi¢fes de reservas de
petroleo comprovadas, taxas de crescimento das reservas e taxas de
crescimento do consumo no ano de 2006, governos e cientistas estimam
que as reservas de petréleo mundiais durem em torno de 41 anos
(BRASIL, 2006). Avaliando os dados de reservas e consumo de petréleo
no Brasil, fornecidos pela Agéncia Nacional do Petrdleo, Gas Natural e
Biocombustiveis, nota-se que as reservas brasileiras de petréleo,
mantido o nivel de consumo atual, durariam 17,5 anos (ANP, 2011). E
provavel que haja um incremento das reservas atuais, principalmente
devido ao pré-sal, porém h& uma tendéncia de crescimento mais timida
do que o crescimento do consumo, assim como no cendrio mundial.
Neste contexto, cientistas e governantes despertam para a

necessidade de geragdo de um combustivel alternativo aos provenientes
do petréleo, com funcionamento semelhante, porém menos poluente.
Assim, ocorre uma mudanca na matriz energética mundial, sendo
adicionado, como uma alternativa ao combustivel vindo do petréleo, o
combustivel proveniente da biomassa. No caso da substituicdo ao 6leo
diesel, usa-se o biodiesel. O biodiesel é um biocombustivel derivado de
6leos vegetais ou de gorduras animais renovaveis, usado em motores a
combustdo interna com ignicdo por compressdo, que pode substituir
parcial ou totalmente o 6leo diesel de origem fossil (BRASIL, 2005%).

No Brasil, o biodiesel foi introduzido na matriz energética
através da Lei n° 11.097, de 13 de janeiro de 2005. Esta estabelece que
até o ano de 2013 seja introduzido o biodiesel na matriz energética do
pais, sendo fixado em 5% (cinco por cento), em volume, o percentual
minimo obrigatério de adicdo de biodiesel ao d6leo diesel
comercializado, em qualquer parte do territério nacional. A Resolugédo
CNPE n° 6 de 26 de outubro de 2009 antecipa a obrigatoriedade da
adicdo de 5% de biodiesel ao diesel comercializado para a data de 1° de
janeiro de 2010 (CNPE, 2009). Portanto, a introdugcdo do biodiesel na
matriz energética do pais deu-se na forma de misturas binarias de 6leo
diesel/biodiesel. Para o cumprimento das metas legais foi necessaria a
producdo de 1.608.053 m* de biodiesel no ano de 2009 (BRASIL,
20119).

Observa-se entdo que altas quantidades de combustiveis estdo
diariamente sendo produzidas e transportadas no pais. Na fabricacdo e
distribuicdo destes existem riscos de acidentes, podendo acarretar
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contaminacdo de ecossistemas. Quando ocorre um derramamento de
combustivel no meio ambiente, este composto sofre inlimeros processos
de particdo ambiental que determinam o destino do poluente e seus
possiveis impactos ambientais. Pesquisadores afirmam que a dissolugdo,
representada pela FSA (Fragdo SolGvel em Agua) do combustivel, é
responsavel por grande parte da contaminacdo ambiental causada por
esses acidentes (GRIFFIN & CALDER, 1977; SAEED & AL-
MUTAIRI, 1999; ALMEIDA-VAL et. al., 2002; NAVAS et. al., 2006).
Além disso, os ecossistemas aquaticos representam o0s receptaculos
finais de qualquer poluicdo causada, sendo ela aquética, atmosférica ou
depositada no solo (FLEEGER et. al., 2003).

O biodiesel apresenta-se como uma alternativa ao 6leo diesel
porque é um combustivel de fonte renovavel, biodegradavel, que pode
ser usado em motores diesel sem nenhuma modificagdo (KOETHE,
2006). Suas emissGes de monodxido de carbono, enxofre,
hidrocarbonetos e material particulado sdo consideravelmente reduzidas
em relacdo aos combustiveis derivados do petréleo (USEPA, 2002
KOETHE, 2006). Porém, as emissdes de dxidos nitrosos sdo mais
elevadas, principalmente devido ao uso de fertilizantes nitrosos nas
culturas agricolas (USEPA,2002%).

Estudos demonstram os impactos do uso do biodiesel com
base nas emissdes toxicas. No entanto, poucas pesquisas tém focado as
informagBes ecotoxicoldgicas da FSA (Fracdo Soluvel em Agua) do
6leo diesel e do biodiesel, e 0 beneficio da adicdo do biodiesel ao 6leo
diesel, em termos da toxicidade aquatica.

Assim, para compreender melhor o0s possiveis efeitos
deletérios desses compostos sobre sistemas vivos, é necessario aplicagdo
de modelos toxicolégicos. A toxicologia ambiental é uma ciéncia que
visa estudar os efeitos nocivos causados aos organismos Vvivos por
substancias quimicas liberadas no ambiente. Para o conhecimento destes
efeitos usam-se testes toxicoldgicos. Estes testes consistem na exposicao
de organismos a concentragdes conhecidas de uma ou mais substancias-
teste, ou a fatores ambientais, por um periodo de tempo determinado
(CETESB, 1990). Ao longo desta exposicdo sdo observados os efeitos
causados aos organismos e calculado o grau de toxicidade da substancia
a ser testada. Os testes toxicol6gicos podem ser realizados no Ambito da
toxicologia global (ex: toxicidade aguda e toxicidade crénica) ou
especifica (ex: efeitos mutagénicos e carcinogénicos). Estes testes
podem evidenciar os efeitos deletérios de curta ou longa duracédo, os
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efeitos de alteracdo da estrutura do DNA e o desenvolvimento de tumor
induzidos por xenobidticos.

1.1 RELEVANCIA DA PESQUISA

Este estudo faz parte de um projeto do Laboratério de
Toxicologia Ambiental (LABTOX) do Departamento de Eng. Sanitaria
e Ambiental da Universidade Federal de Santa Catarina, intitulado
Estudo da toxicidade, genotoxicidade e citotoxicidade da frag&o soluvel
do biodiesel fabricado de mamona e de soja, que tem como Grgdo
financiador o Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnoldgico (CNPq).

Neste trabalho foi realizado um estudo de relevancia com
buscas nos seguintes bancos de dados: Science Direct, Web of Science,
Scopus, PubMed, ACS Publications, Portal CAPES, Scielo Brasil,
PERGAMUM, entre outros. Foi observado que a pesquisa referente aos
efeitos toxicos causados pela interacdo da FSA do 6leo diesel, biodiesel
e misturas com organismos aquaticos estd em estagio inicial. Ha
diferencas relevantes em relacdo as fragcbes em agua estudadas, bem
como metodologia de obtencdo das mesmas. Além disso, a maioria dos
trabalhos utiliza o peixe como organismo-teste. Portanto, fica evidente a
necessidade do desenvolvimento de mais estudos nesta &rea, devido a
caréncia de dados sobre possiveis efeitos tdxicos que podem ser
causados por estes combustiveis, uma vez que o biodiesel, o diesel, e as
misturas binarias diesel/biodiesel vém sendo cada vez mais utilizadas e
pouco estudadas quanto ao aspecto da toxicologia aquatica. Assim, este
estudo tem como principal objetivo obter informagdes de efeitos toxicos
da FSA (fracdo solivel em agua) do biodiesel, diesel, e B5, através de
testes de toxicidade aguda, testes de toxicidade cronica e teste de
mutagenicidade. Este estudo intenciona contribuir para a comunidade
cientifica, 6rgdos de regulacdo, érgaos de controle ambiental, empresas
e industrias, informando a respeito dos efeitos toxicoldgicos causados
no ecossistema aquatico por acidentes envolvendo os combustiveis
diesel, biodiesel e B5, para, desta forma, auxiliar na tomada de decisdo
sobre as medidas necessarias de prevencgdo, protecdo e remediacdo dos
impactos causados.



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a toxicidade da FSA do biodiesel do diesel, e B5 através
de testes de toxicidade aguda, teste de toxicidade crbnica e teste de
mutagenicidade.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Investigar as composi¢fes das FSA do biodiesel, do
diesel e do B5 através de analises cromatogréficas;

e Auvaliar a toxicidade aguda das diferentes FSA das
amostras de combustiveis estudadas utilizando o
microcrustaceo aquatico Daphnia magna e a bactéria
marinha Vibrio fischeri como organismos-testes;

e Avaliar a toxicidade crbnica para 0s parametros
longevidade, reproducdo e crescimento das FSA do
biodiesel, do diesel e do B5, utilizando o microcrustaceo
aquatico Daphnia magna como organismo-teste;

e Auvaliar o potencial mutagénico das FSA do biodiesel,
do diesel e do B5 para eritrdcitos sanguineos dos peixes
Oreochromis niloticus (tilapia) através do teste do
microndcleo.






3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 TOXICOLOGIA AMBIENTAL

3.1.1 Generalidades

Toxicologia € a ciéncia que estuda os efeitos adversos
provenientes das interacBes de substncias quimicas com organismos
vivos. O principal objetivo dessa ciéncia estd relacionado com a
identificacdo dos riscos associados a uma determinada substancia ou
composto e determinacdo das condi¢cBes de exposicdo em que esses
riscos sdo induzidos (WILLIAMS; JAMES; ROBERTS, 2000).

A toxicologia, de uma forma geral, é dividida em trés grandes
ramos: toxicologias clinica, forense e ambiental. A toxicologia clinica
estuda o efeito de medicamentos e drogas sobre pacientes humanos,
enquanto a toxicologia forense tem o objetivo de detectar o uso ilegal de
agentes toxicos para fins judiciais. A toxicologia ambiental estuda o
destino dos agentes toxicos e de seus metabdlitos e produtos de
degradacdo tanto no ambiente como nas cadeias alimentares, bem como
0 efeito desses contaminantes sobre os organismos e as populagdes
(AZEVEDO; CHASIN, 2003).

Toxicologia ambiental é o estudo dos efeitos nocivos
causados aos organismos Vivos pelas substancias quimicas liberadas no
ambiente. Para Azevedo e Chasin (2003) o termo toxicologia ambiental
é utilizado para referir-se ao estudo dos efeitos nocivos causados pela
interacdo de agentes contaminantes do ambiente com organismos vivos,
enquanto o termo ecotoxicologia é empregado para relacionar os efeitos
toxicos das substancias quimicas e dos agentes fisicos sobre
comunidades e popula¢des de um ecossistema bem definido, incluindo o
estudo dos caminhos de transferéncia desses agentes e sua interacao
com o ambiente.

Apesar de muitas vezes 0s termos ecotoxicologia e
toxicologia ambiental serem utilizados como sinbnimos, esta colocagédo
¢ errbnea, pois a ecotoxicologia é uma extensdo da toxicologia
ambiental (COSTA et. al., 2008). A ecotoxicologia estuda os efeitos
toxicos causados por agentes quimicos ou fisicos em populacdes de
0rganismos Vivos ou ecossistemas, ao passo que a toxicologia ambiental
observa os efeitos toxicos causados sobre 0s organismos
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individualmente. Ainda segundo Matias (2009), baseando-se nos
fundamentos da toxicologia tradicional, observa-se que é possivel um
fator ambiental exercer efeitos graves sobre organismos individuais e
ndo apresentar impacto sobre populagdes ou ecossistemas.

Tanto a toxicologia ambiental como a ecotoxicologia sdo
ciéncias multidisciplinares que englobam muitas areas de estudo, tais
como biologia, quimica, anatomia, genética, fisiologia, microbilogia,
ecologia, epidemiologia, estatistica, leis e estudos de solo, agua e
atmosfera (YU, 2005). Assim, os estudos de toxicologia ambiental
dividem-se em estudos de toxicidade sobre a atmosfera, hidrosfera e
litosfera (COSTA et. al., 2008).

A toxicologia aquatica tem o objetivo de avaliar o efeito de
xenobidticos sobre organismos representativos da coluna d'agua ou
sobre sedimentos de ambientes de &gua doce, estuarina ou marinha
(RAND, 1995; ARAGAO; ARAUJO, 2006). Para a determinacio da
toxicidade de uma substancia sdo realizados testes de toxicidade para
detectar e avaliar a capacidade do agente téxico em produzir efeitos
NOCIVOS aos organismos Vivos. Esses testes sdo muito utilizados, pois 0s
ecossistemas aquaticos representam os receptaculos finais de qualquer
poluicdo causada, sendo ela aquatica, atmosférica ou depositadas no
solo (FLEEGER et. al., 2003).

Os primeiros relatos de utilizacdo de ensaios de toxicidade
com organismos aquaticos datam da década de 1920, onde eram
utilizados peixes como organismos-testes. Atualmente, ensaios de
toxicidade com diversos organismos aquaticos estdo padronizados,
internacional e nacionalmente, por associa¢Ges de normatizagdo, como:
Association Fracaise de Normalisation, American Society for Testing
and Materials, American Water Work Association, Deutsches e
Organization for Economic Co-Operaation and Development,
Associacdo Brasileira de Normas Técnicas, (ARAGAO; ARAUJO,
2006), além da Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental
(CETESB).

3.1.2 Testes de toxicidade

Os testes de toxicidade sdo ensaios laboratoriais que tém
como objetivo avaliar os efeitos nocivos das substancias a serem
analisadas, bem como o seu grau de toxicidade. Para isso, organismos
vivos sdo expostos a diferentes concentragbes das substancias e
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analisam-se os efeitos adversos causados sobre elas, como por exemplo,
imobilidade, morte, alteragdes fisicas e funcionais, entre outros
(ZAGATTO; BERTOLETTI, 2006). Estes testes sdo utilizados para
mensurar 0s danos que uma substancia causa aos organismos Vivos
expostos, comparar diferentes substdncias quimicas e comparar a
sensibilidade de diferentes organismos aquaticos a um mesmo
xenobidtico (RAND, 1995).

Os testes de toxicidade aguda visam demonstrar a ocorréncia
de efeitos adversos em um curto espago de tempo em relacéo ao ciclo de
vida do organismo-teste, apds a exposicdo desses a uma Unica dose da
substancia-teste. A duracdo deste teste é varidvel, sendo normalmente de
24 a 96 horas para organismos aquaticos. Os efeitos (parametros)
observados neste tipo de teste sdo a letalidade ou a imobilidade para
caso de organismos aquaticos muito pequenos (ARAGAO; ARAUJO,
2006; COSTA et. al.,, 2008). A letalidade refere-se & morte do
organismo, enquanto a imobilidade é determinada através da
incapacidade do organismo-teste em nadar na coluna d"agua durante um
periodo de até 15 segundos, apés uma leve agitacdo do recipiente
(ABNT, 2004). O resultado dos testes de toxicidade aguda
normalmente é expresso através da concentracdo letal mediana (CLsg)
ou da concentracdo efetiva mediana (CEs;) (RAND, 1995; ARAGAO;
ARAUJO, 2006; ZAGATTO; BERTOLETTI, 2006).

A Concentracdo Letal mediana (CLso) refere-se a
concentracao real da amostra que causa a morte de 50% dos organismos
no tempo de exposicdo, nas condicbes de ensaio; enquanto a
Concentragdo Efetiva mediana (CEsg) refere-se a concentragéo real da
amostra que causa efeito agudo a 50% dos organismos no tempo de
exposicdo, nas condices de ensaio, sendo este normalmente
caracterizado pela imobilidade. Outro resultado obtido nos testes de
toxicidade aguda é a CE.y,, representada pela concentracdo efetiva da
amostra onde ndo se observa imobilidade maior que 10% nos
organismos expostos (ABNT, 2004).

Os testes de toxicidade crbnica sdo testes de longa duragéo,
onde a exposicdo é continua ao longo do tempo, abrangendo todo ou
parte do ciclo de vida do organismo-teste. Os principais parametros
observados neste tipo de teste sdo os efeitos crénicos subletais, como
alteracdes nas atividades respiratorias, cardiacas, bioquimicas, no
desenvolvimento, nas funcdes biolégicas, na reproducdo e no
crescimento, que ndo causam necessariamente a morte do organismo
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(AZEVEDO; CHASIN, 2003). Geralmente a avaliacdo dos testes de
toxicidade cronica é feita através da concentracdo de efeito toxico nédo
observado (CENO), que é a maior concentracdo do produto que nao
causa efeito sobre os organismos; e a menor concentragdo de efeito
observado (CEO) (COSTA et. al., 2008). Para a realizago destes testes
devem ser utilizados, no minimo, dois niveis de doses ou concentracdes,
e a via de administracdo destas deve estar de acordo com a via de
exposicdo mais provavel (AZEVEDO; CHASIN, 2003).

As normas brasileiras existentes em relacdo a testes de
toxicidade sdo as aprovadas pela ABNT (Associacdo Brasileira de
Normas Técnicas), que muitas vezes institui as normas da CETESB
(Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental), sendo que essas
sdo normalmente baseadas nas metodologias propostas por instituigdes
internacionais.

3.1.3 Organismos- testes

Existem inlimeros organismos aquaticos que podem ser
utilizados como organismo-teste para testes de toxicidade aquatica. Com
relagdo ao organismo escolhido Rand et. al. (1995) destacam que deve-
se observar: a seletividade constante e elevada aos contaminantes, a
disponibilidade e abundéncia do organismo desejado, a uniformidade e
estabilidade genética nas populagdes, a representatividade de seu nivel
tréfico, a ampla distribuicdo e importancia comercial e a facilidade de
cultivo e de adaptacdo as condicBes de laboratdrio. A fim de facilitar a
interpretacdo dos resultados Costa et. al. (2008) salienta que devem ser
utilizadas espécies cuja fisiologia, genética e comportamento sejam bem
conhecidos.

Recomenda-se que sejam utilizadas mais de uma espécie
representativa do ecossistema aquatico e de niveis tréficos diferentes
para testes com a mesma substancia, objetivando representar de forma
mais clara e realista a toxicidade do xenobi6tico testado (RAND, 1995;
ARAGAO; ARAUJO, 2006).

3.1.3.1 Daphnia magna
A Daphnia magna é um microcrustdceo de agua doce,

cosmopolita do hemisfério norte, com tamanho médio entre 5 a 6 mm
(ALVES; SILVANO, 2006). E popularmente conhecida como pulga da



31

agua, devido aos movimentos especificos das segundas antenas que lhe
ddo a aparéncia de se deslocar em pequenos saltos. As D. magna
possuem uma carapaga transparente que encobre o seu tronco, e termina
na parte posterior em um espinho apical. Em seu abdémen posterior,
dispde de pincas especiais destinadas a limpeza da carapaga. A cabega
possui dois pares de antenas sendo que seu segundo par de antenas serve
para a locomogdo. O primeiro par, de tamanho inferior, funciona como
orgdo sensorial. Essa espécie suporta aguas com pH entre 6,5 e 9,5,
sendo pH 6timo entre 7,2 e 8,5 (CLARE, 2007). A Figura 3.1 mostra o
organismo D. magna.

Figura 3.1 Microcrustaceo aquéatico Daphnia magna
Fonte: a autora

Sua principal fonte de alimentacdo séo algas unicelulares que
filtra do meio ambiente (KNIE; LOPES, 2004). Devido ao seu tipo de
alimentacdo, elas adaptam-se bem a blooms de algas, pois se encontram
em um ambiente com grandes concentraces de proteinas e
carboidratos. O seu ciclo de vida varia entre, cerca de 40 dias a 25 °C, e
56 dias a 20°C. Quando mantida em laboratério, esta espécie tem,
normalmente, juvenis de 2 em 2 dias e precisa de 6 a 10 dias para dar
origem a primeira ninhada (CIMAR, 2007). Em condi¢Ges ambientais
favoraveis esses microcrustaceos reproduzem-se por partenogénese,
originando apenas fémeas (ALVES; SILVANO, 2006). Este tipo de
reproducdo favorece esses organismos, pois sdo gerados filhotes
idénticos aos originais, padronizando desta forma os organismos a
serem testados (ARAGAO; ARAUJO, 2006). Quando ocorrem
condicBes ambientais desfavoraveis, como baixas temperaturas ou
grande densidade e subsequente acumulacdo de produtos excretores,
estas induzem o aparecimento de ovos sexuados, ou efipios (CIMAR,
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2007). De acordo com BARNES (1977) os efipios podem resistir a seca
e ao congelamento eclodindo somente quando as condi¢Bes naturais
forem apropriadas.
Segundo KNIE e LOPES (2004) a larga utilizago da Daphnia

magna como organismo-teste fundamenta-se nos seguintes critérios:

- asseguridade de certa uniformidade de respostas nos

ensaios devido ao fato dos descendentes serem idénticos;

- ciclo de vida e de reproducdo curto, o que facilita a sua

utilizagao para testes cronicos;

- € de facil cultivo e manuseio simples;

- éinternacionalmente conhecida como organismo-teste.

3.1.3.2 Vibrio fischeri

A bactéria marinha Vibrio fischeri é uma enterobactéria
(anaerébia facultativa e Gram negativa), pertencente a familia
Vibrionaceae, uma grande familia consistindo em muitas espécies, que
sdo caracterizadas pela cooperacdo e interacdo com tecidos de outros
animais. Anteriormente conhecida como Photobacterium phosphoreum,
a V. fischeri possui uma distribuicdo global, sendo encontrada em
pequenas quantidades em vida livre nos oceanos, ou em grandes
quantidades em 4&reas isoladas, ou associadas a outros organismos
marinhos. Com relacdo a associa¢ao de bactérias com outros organismos
marinhos, as bactérias marinhas luminescentes podem ser isoladas de
intestinos de peixes e invertebrados, em crescimento sapréfito em
organismos marinhos mortos (peixes, crustaceos), ou em crescimento
simbidntico nos 6rgdos leves de peixes e em camarfes ou lulas
(HARMEL, 2004).

Em condicdes ambientais favoraveis, a V. fischeri emite
naturalmente uma luz azul-esverdeada, necessitando de condicGes de
oxigénio acima de 0,5 mg/L (CETESB, 2001; KNIE; LOPES, 2004) e
altas concentracdes de células (PAVEZ et. al., 2006). Esta
bioluminescéncia produzida pela Vibrio fischeri é a base para varios
testes de toxicidade. Atualmente ha varias normas padronizando os
testes que utilizam as bactérias V. fischeri como organismo-teste. Dentre
estas destacam-se as metodologias americanas:

- ISO 11348-1 que se refere a testes de toxicidade
utilizando bactérias recém cultivadas (ISO, 1998%;
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- ISO 11348-2 que se refere a testes de toxicidade
utilizando bactérias desidratadas (1SO, 1998");

- 1SO 11348-3 que se refere a testes de toxicidade
utilizando bactérias liofilizadas (1SO, 1998°);

- anorma alema: DIN 38412-37 (DIN, 1999);

- e as normas Brasileiras, descritas a seguir.

No Brasil, os testes de toxicidade com bactérias luminescente
foram padronizados pela Norma Técnica L5.227, elaborada no ano de
1987 e revisada no ano de 2001 pela CETESB (CETESB, 2001), e pelas
normas técnicas 15411-1 (ABNT, 2006%), 15411-2 (ABNT, 2006b) e
15411-3 (ABNT, 2006°). Todas essas normas tratam dos testes de
toxicidade de maneira similar a 1SO 11348, utilizando bactérias recém
cultivadas, desidratadas e liofilizadas, respectivamente.

Os testes de toxicidade que empregam a bactéria V. fischeri
como organismo-teste baseiam-se na diminui¢do da bioluminescéncia
causada pelo contato da substancia teste com as bactérias. Esta
diminuicdo da luminosidade emitida pelas bactérias ocorre devido &
interferéncia das substancias toxicas sobre a respiragdo celular dos
organismos (HOLLEBONE et. al.,, 2008). A Figura 3.2 mostra um
conjunto de bactérias Vibrio fischeri.

Figura 3.2 — Bactérias marinhas bioluminescentes Vibrio fischeri
Fonte: HWANG et. al. (2009).

3.1.4 Teste do microntcleo

Sdo considerados agentes genotdxicos as substancias que
interagem com o DNA alterando sua estrutura ou fungdo. Quando essas
alteracGes se fixam de forma a poderem ser transmitidas, ocorre uma
mutacdo. As mutacdes sdo a fonte de variabilidade genética de uma
populacdo, sendo, portanto, fundamentais para a manutencdo das
espécies. Porém, dependendo da quantidade, do tipo e do local da
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mutacdo, essas podem causar doencas tanto aos individuos como aos
seus descendentes, e, também, alterar o balanco do ecossistema
(UMBUZEIRO; ROUBICEK, 2006).

Nos anos 60, devido ao avango industrial ocorrido pos-guerra,
surgiu a necessidade de controlar a quantidade de produtos langados no
meio ambiente, fazendo surgir uma preocupagdo com a exposi¢do
humana aos mutagenos quimicos (UMBUZEIRO; ROUBICEK, 2006).
Assim, desde essa época, pesquisa-se sobre metodologias de testes de
genotoxicidade de curta duragdo, estudando-se testes mutagénicos,
carcinogénicos e suas relagdes.

Dentre os testes de genotoxicidade desenvolvidos, a
ocorréncia de micronicleos serve como 0 primeiro passo no estudo de
qualquer substancia mutagénica (PRETTI et. al., 2007). A presenca de
micronucleos pode ser considerada como uma indicagdo de ocorréncia
prévia de aberragdes cromossdmicas estruturais ou numericas em algum
momento do ciclo de vida das células (CARRANO; NATARAJAN,
1988).

A avaliacdo da presenca de micronicleos se constitui em um
dos métodos para a medida de danos cromossdmicos espontaneos ou
induzidos, ou ainda de erros de segregacdo, uma vez que o0 micronucleo
resulta da producdo de fragmentos acéntricos, ou de cromossomos
inteiros que se atrasam em relagdo aos demais em sua migragédo para 0s
pélos da célula em anafase. Quando a célula entra em tel6fase, tanto
fragmentos acéntricos como cromossomos com quebras cromossomicas
ou cromatidicas, ou ainda, cromossomos inteiros perdidos por
problemas no fuso mitdtico, séo incluidos nas células filhas, podendo se
fundir com o nicleo principal ou formar um ou mais nucleos
secundarios: os microntcleos (HEDLLE et. al., 1983 apud SILVA,
2000).

Os microndcleos sdo facilmente detectados em células
interfasicas como corpulsculo intracitoplasmaticos livres. Estes
corpusculos sdo pequenos, arredondados a ovais, encontrados no
citoplasma normalmente ao lado do ndcleo principal. A sua semelhanca
com o ndcleo principal em forma , textura, coloracdo e conteldo de
DNA é que facilita sua deteccdo (RIBEIRO et. al., 2003).

Inicialmente este estudo era desenvolvido com éxito somente
em mamiferos (UDROIU, 2006). Em 1982, Hoffman e Raat utilizaram
metodologias adaptadas de teste do microntcleo em peixes. Em 1991,
Flora et. al. analisaram os efeitos carcinogéncos em peixes e concluiram
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que os efeitos observados nesses organismos eram semelhantes aos
observados em mamiferos, o que ocorre, provavelmente, devido a
analogia na metabolizacdo cancerigena ou mutagénica desses
organismos. Portanto, o peixe € um organismo propicio para o
monitoramento de sistemas aquaticos, bem como analise de quimicos
sollveis, pois sdo capazes de metabolizar xenobidticos e poluentes
acumulados. Outros autores ressaltam a semelhanca entre o
metabolismo de mamiferos e peixes, destacando o peixe como um
organismo-teste adequado para o ensaio descrito (UDROIU, 2006;
BARSIENE et. al., 2006; LEMOS et. al., 2007; FERREIRA;
NEPOMUCENO, 2008).

O teste do microntcleo destaca-se por ser um teste rapido e
sensivel, tanto para detectar alteragbes cromossdmicas estruturais como
numéricas, além de possibilitar o uso de diferentes tecidos do
organismo-teste (RODRIGUEZ-CEA et. al., 2003). Este teste tem sido
usado por mais de 30 anos em estudos de genotoxicidade (FENECH et.
al., 2003). Atualmente ele tem sido amplamente utilizado tanto in vitro
como in vivo e in situ, com a vantagem de ser simples e rapido na
deteccao de danos cromossémicos induzidos, além de ser bem aceito por
varias autoridades regulamentadoras.

3.2 COMBUSTIVEIS

3.2.1 Contextualizacéo

O alto gasto de energia despertado pela industrializacdo,
juntamente com o crescente desenvolvimento econémico observado nas
Gltimas décadas, fez com que o consumo de combustiveis aumentasse
vertiginosamente. Juntamente com este desenvolvimento vem o risco de
acidentes envolvendo esses produtos e conseguinte contaminagdo do
meio ambiente. Quando ocorre um derramamento de um combustivel no
meio ambiente, este composto sofre inimeros processos de particdo
ambiental (evaporacdo, dissolucdo, fotolise, adsorcdo sobre as
particulas, sedimentacdo e absorcdo pela biota) que determinam o
destino e as concentracBes do poluente, bem como seus possiveis
impactos ambientais. Com relagdo aos processos de particdo ambiental
Griffin e Calder (1977) e Almeida-Val et. al. (2002) destacam que a
toxicidade dos combustiveis pode ser atribuida, em sua maior parte, a
fracdo sollvel deste composto. Ainda, Saeed e Al-Mutairi (1998)
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afirmam que a dissolucéo é um processo muito importante a ser avaliado
em um acidente envolvendo combustiveis, principalmente quando fala-
se em toxicidade ambiental. Assim, a FSA de um combustivel apresenta
grande importancia em estudos referentes a impactos ambientais
causados por acidentes. Além disso, a FSA merece destaque nos estudos
toxicoldgicos pois € a responsavel pelos efeitos causados a longo-termo,
além de poder afetar regides ndo atingidas pelo derramamento (NAVAS
et. al., 2006). A solubilidade de um composto é definida como a
méxima concentragdo de um soluto dissolvido em &gua
(SCHWARZENBACH et. al., 2003), ela pode ser estimada através de
experimentos ambientais ou através da observacao de pardmetros fisico-
quimicos ja estudados. A composicdo da FSA depende da composicao
do 6leo, temperatura, salinidade e da relacdo entre volumes de &gua e
6leo (SHIU et. al., 1990).

3.2.2 Oleo diesel

O petroleo é um composto organico fossil, composto
basicamente por uma mistura complexa de hidrocarbonetos associada a
pequenas quantidades de nitrogénio, enxofre e oxigénio. Dependendo da
caracterizacdo, do nimero de atomos de carbono e da estrutura dos
hidrocarbonetos que integram o petréleo, tém-se diferentes propriedades
que determinam o seu uso como combustivel, lubrificante, cera ou
solvente (IMP, 2009).

O Oleo diesel ¢ um combustivel formado na primeira
destilagdo do petroleo e pode ser definido como uma complexa mistura
de hidrocarbonetos que variam de Cg9 a Csp, contendo compostos
aromaticos, n-alcanos, iso e cicloalcanos, enxofre, nitrogénio e
compostos oxigenados (EHC 171, 1996). E impossivel determinar uma
definicdo exata da composicdo dos combustiveis derivados do petréleo
devido as diferentes fontes de dleo cru e diferentes processos de
otimizacao dos produtos.

A FSA do petréleo e dos seus combustiveis derivados é
composta por uma mistura de Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos
(HPAs), BTEXs, fendis, hidrocarbonetos alifaticos e compostos
heterociclicos contendo nitrogénio e enxofre (ANDERSON et. al.,
1974). Dentre essas substancias as principais responsaveis pela
toxicidade de organismos aquaticos sdo os HPAs e os Hidrocarbonetos
Monoaromaticos compostos pelos BTEX - Benzeno, Tolueno,
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Etilbenzeno e Xileno (ANDERSON et. al., 1974; SINGER et. al., 2001;
SIMONATO et. al., 2008; RODRIGUES et. al., 2010).

Os Hidrocarbonetos Policiclicos Aromatios (HPAs) formam
uma extensa classe de substancias organicas contendo dois ou mais
anéis aromaticos fundidos, podendo ou ndo conter grupos substituintes
ligados (HYLLAND, 2006). Devido & alta deteccdo de HPAs no meio
ambiente e ao fato de esses compostos apresentarem toxicidade e
potencial carcinogénico, a United States Environment Protection
Agency (USEPA), agéncia de protecdo ambiental dos Estados Unidos
da América, estabeleceu 16 hidrocarbonetos poliaromaticos
considerados particularmente importantes no monitoramento ambiental
de poluentes organicos prioritarios: Naftaleno, Acenaftileno,
Acenafteno, Fluoreno, Fenantreno, Antraceno, Pireno, Fluoranteno,
Benzo[a]antraceno, Criseno, Benzo[b]fluoranteno, Benzo[k]fluoranteno,
Benzo-[a]pireno, Indeno[1,2,3-c,d]pireno, Dibenzo[a,h]antraceno e
Benzo[g,h,i]perileno (USEPA, 1986).

Apesar de estes compostos apresentarem  potencial
carcinogénico em baixas concentragdes sollveis, os HPAs possuem
baixa solubilidade em &gua. Devido a sua natureza hidrofobica, a
solubilidade aquosa dos HPAs diminui quando estes fazem parte de uma
mistura, pois 0s compostos tendem a permanecer no 6leo devido a sua
baixa polaridade (SHIU et. al., 1990).

Os BTEXs (Benzeno, Tolueno, Etilbenzeno e Xileno) sdo
hidrocarbonetos monoaromaticos muito encontrados nos combustiveis
de origem fossil. Estes compostos apresentam um elevado risco em
derramamentos de combustiveis, pois sdo os hidrocarbonetos mais
sollveis, além de serem volateis, sendo portanto encontrados no ar e na
agua. Rodrigues et. al. (2010) e Carls e Rice (1990) destacam que os
BTEXs sdo os compostos mais abundantes na FSA de petrdleo e de seus
derivados. Quanto a solubilidade em 4&gua dos hidrocarbonetos
aromaticos do petréleo XIE et. al. (1997) e SHUKLA et. al. (2007)
destacam que a salinidade interfere na solubilidade desses compostos,
diminuindo suas concentraces sollveis.

3.2.3 Biodiesel
O uso de 6leos vegetais como combustiveis ndo é algo recente.

Em 1900, Rudolf Diesel apresentou seu motor em combustdo (que
posteriormente foi batizado com seu nome) em funcionamento a base de
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6leo de amendoim. Porém, j& no inicio do século XX, ficou comprovado
que a utilizacdo de Oleos vegetais sem qualquer modificacdo causava
problemas ao funcionamento dos motores (RANESES et. al., 1999),
devido a alta viscosidade, a baixa volatilidade e o carater poliinsaturado
destes 6leos, que ocasionam combustdo incompleta (ENCINAR et. al.,
1999). Visando contornar esses problemas, diferentes alternativas de
modificacdo dos éleos tém sido consideradas, tais como dilui¢éo,
microemulsdo com &lcool, craqueamento catalitico e reagdo de
transesterificacdo com &lcool. Atualmente, 0 método mais utilizado é o
de transesterificacdo (RANESES et. al., 1999; KNOTHE, 2006). Essas
modificacBes no 6leo vegetal deram origem ao biodiesel.

A transesterificacdo € um processo de conversdo de
triglicerideos a ésteres de &cidos graxos e glicerina, através da reagdo
com um alcool, que formara o alquil éster correspondente, normalmente
com a presenca de um catalisador (acido ou base forte) (KNOTHE,
2006). A Figura 3.3 apresenta um esquema ilustrando a reagdo de
transesterificacdo, onde R;, R, e R3 sdo cadeias de hidrocarbonetos
saturados ou insaturados e R, sdo grupos alquilas. O alcool mais
utilizado é o metanol, formando assim os ésteres metilicos de 4cidos
graxos. Portanto, o biodiesel pode ser definido como um combustivel
composto de mono - alquilésteres de &cidos graxos de cadeia longa,
derivados de dleos vegetais ou de gorduras animais.

HaC—0C0R, R4CO0OR 4 H_z?—'DH
catalisador + |
HC—OCOR; + 3R3—0H —— = R,COOR, + HC—0OH
+
HaC—OCOR; R;COOR, HaC—0OH
Triglicerideos Alcool Z\.-nsru..ra d.e esteres Glicerol
= Biodiesel

Figura 3.3 Esquema da reagdo de transesterificacdo para a formacdo do
biodiesel
Fonte: LEUNG et. al., 2006.

O biodiesel pode ser composto, principalmente, dos seguintes
ésteres metil ou etil esterificados: caproato, caprilato, caprato, laurato,
miristato, palmitato, oleato, palmitato, estearato, araquidato, behenato,
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linoleato, ricinoleato, linolenato e eicosanoato (MOSER, 2009). Os
metil/etil ésteres de acidos graxos sdo compostos de baixa complexidade
estrutural que possuem baixa solubilidade quando comparados com
compostos do petrodiesel (VON WEDEL, 1999). Os ésteres metilicos
do biodiesel possuem concentracdes de saturacdo, a 17°C, de 7 ppm em
agua salina e 14 ppm em agua doce (VON WEDEL, 1999).

O biodiesel pode ser produzido utilizando-se uma grande
variedade de matérias- primas, podendo ser originadas de gordura
animal (usualmente sebo), por 6leos vegetais (6leos de soja, carogo de
algoddo, palma, mamona, canola, girassol, coco) ou ainda 6leos de
descarte (6leos de descarte de frituras). Os principais fatores
determinantes na escolha da matéria-prima tratam-se de fatores
geogréficos e econdmicos (KNOTHE, 2006). Dentre as principais
matérias-primas utilizadas no Brasil a soja recebe destaque, devido as
grandes éreas plantadas e baixo custo de produgdo. Além disso, a maior
parte do biodiesel produzido no mundo também é proveniente do dleo
de soja (FERRARI et. al., 2005; KNOTHE, 2006).

Segundo a legislacédo brasileira biodiesel é um biocombustivel
derivado de biomassa renovavel para uso em motores a combustdo
interna com ignigdo por compressdo, que possa substituir parcial ou
totalmente o 6leo diesel de origem fossil (BRASIL, 2005%). O biodiesel
é miscivel com o diesel em qualquer propor¢do (KOETHE, 2006), e em
muitos paises ele tem sido acrescentado a matriz energética na forma de
misturas bindrias diesel/biodiesel. Para a identificacdo das misturas dos
combustiveis é usada a nomenclatura BX, onde X refere-se a
porcentagem em volume do biodiesel presente no combustivel. Por
exemplo, os combustiveis B5, B20, B100, referem-se a misturas de
diesel/biodiesel, contendo respectivamente 5%, 20%, e 100% de
biodiesel em volume.

A introducdo do biodiesel na matriz energética brasileira deu-
se pela lei n” 11.097 de 13 de janeiro de 2005. Ela estabelece que seja
introduzido o biodiesel na matriz energética brasileira, sendo fixado em
5% (cinco por cento), em volume, o percentual minimo obrigatorio de
adicdo de biodiesel ao 6leo diesel comercializado. O prazo disposto para
tal foi de oito anos ap6s a sua publicacdo, sendo de trés anos o periodo
para a utilizacdo de um percentual minimo de 2% em volume (BRASIL,
2005%). A Resolucdo CNPE n° 6 de 26 de outubro de 2009 antecipa a
obrigatoriedade da adi¢do de 5% de biodiesel ao diesel comercializado
para a data de 1° de janeiro de 2010 (CNPE, 2009). Assim, atualmente
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utiliza-se a mistura binaria diesel/biodiesel de 5% (B5) em todo
territorio nacional.

O uso do biodiesel apresenta vantagens ambientais em relacéo
ao Oleo diesel, pois o biodiesel € um combustivel de fonte renovavel,
biodegradavel, que produz reduzidas emissdes dos gases de exaustdo. O
biodiesel ainda possui excelente lubricidade, alto ponto de fulgor, €
pode ser usado em motores a combustdo sem nenhuma modificacéo
(KOETHE, 2006).

Dentre as principais desvantagens do uso deste combustivel
destaca-se 0 custo de produgdo, que € mais elevado que o dos
combustiveis derivados do petréleo, a diminuicdo do rendimento do
motor causado por esse combustivel, podendo ser até 10% inferior ao
6leo diesel quando usado B100 e as altas emissbes de éxidos nitrosos
(NO,) (PLA, 2002; KOETHE 2006).

3.2.4 Aspectos ambientais sobre 0os combustiveis

Os efeitos do uso do biodiesel relacionados a poluicdo
atmosférica sdo bem documentados. O uso do biodiesel em detrimento
ao Oleo diesel, bem como as misturas diesel/biodiesel reduzem as
emissdes de enxofre, mondxido de carbono, hidrocarbonetos e material
particulado. Este beneficio se da pela auséncia de enxofre na
composicdo do biodiesel, bem como pelo aumento do teor de oxigénio
que melhora a eficiéncia de combustdo deste combustivel. Em
contrapartida, h& um aumento na emissdo de Oxidos nitrosos (NOy)
(VON WEDEL, 1999). Este aumento na emissdo de NOy pode ser
agravado pelas grandes quantidades de fertilizantes nitrogenados
utilizados nas culturas agricolas. Estudos da USEPA (2002% que
avaliaram as emissdes em motores de carga pesada, constataram que,
com o uso de biodiesel em motores a diesel, houve uma reducédo de
aproximadamente 70% nas emissGes de hidrocarbonetos, reducdo de
48% nas emissdes de monodxido de carbono e material particulado e um
aumento de 10 % nas emissdes de NO, (USEPA, 2002%). Além disso, 0
biodiesel é produzido através de culturas agricolas que assimilam o
dioxido de carbono (CO;) da atmosfera para se tornarem plantas e
posteriormente dleo vegetal. Assim, o CO; lancado na queima do
combustivel pode ser recuperado na producdo das préximas culturas.
Portanto, segundo Von Wedel (1999), quanto a questdo de poluicdo
atmosférica, o biodiesel apresenta um balanco energético mais favoravel
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do que o petrodiesel. Ja pesquisadores da CONCAWE, EUCAR e JRC
(2006) ressaltam que, pelo fato de o biodiesel ser produzido através de
culturas agricolas, o balango energético depende da quantidade de
fertilizantes nitrogenados utilizados, bem como do tipo de solo, tipo de
cultura, clima e cobertura do solo, podendo haver diferencas
significativas para cada biodiesel produzido. Além disso, impactos
como biodiversidade, acidificagdo, eutrofizagdo e compactagéo do solo,
devem ser considerados em andlises mais criteriosas sobre os beneficios
do uso do biodiesel como substituto ao Oleo diesel. Para a
biodegradagdo do biodiesel e do diesel, estudos demonstram que o
tempo de meia-vida para a degradacdo de metil ésteres é 2 a 2,5 vezes
mais rapido que o do petrodiesel, nas condi¢cdes dos estudos (VON
WEDEL, 1999; HOLLEBONE, 2009). Gomes (2008) observou,
avaliando a biodegradacdo de biodieseis em microcosmos, uma
degradacdo de 86% do biodiesel de soja em 41 dias. J& Peterson et. al.
(1996), avaliando e comparando a degradacéo do biodiesel de colza e do
diesel em 23 dias, encontraram uma degradagéo de 95% para o biodiesel
e de apenas 40% para o diesel.

Quanto a toxicidade aquatica, tema de estudo do presente
trabalho, existem estudos que avaliam a toxicidade do biodiesel e diesel.
Porém ha falta de trabalhos nessa area é latente, dificultando a
comparacdo direta de resultados, visto a diferenga na composicdo dos
combustiveis estudados, diferentes formas de producdo dos biodieseis,
divergéncias nas metodologias dos estudos e variacfes dos organismos-
testes utilizados.

Estudos que comparam a toxicidade aquatica do 6leo diesel e
de biodieseis observaram uma consideravel diminuicdo da toxicidade
aquatica em amostras de biodiesel (PETERSON; MULLER, 2006;
KHAN et. al., 2007; DeMELLO et. al., 2007; SILVA et. al., 2007;
HOLLEBONE et. al.,, 2008). Porém, ha diferencas no valor da
toxicidade dependendo da matéria-prima do biodiesel e da metodologia
de preparo dos testes. Trabalhos que avaliaram a toxicidade do biodiesel
utilizando diretamente o combustivel para a realizacdo do teste
(PETERSON; MULLER, 2006) encontraram uma elevada toxicidade
para as amostras testadas, mas esta toxicidade refere-se, provavelmente,
a natureza fisica das amostras.

Khan et. al. (2007) estudaram os efeitos toxicol6gicos
causados pelas FSA do biodiesel, 6leo diesel e misturas desses sobre 0s
organismos-testes Oncorlzyuichus mykiss (peixe truta arco-iris) e
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Daphnia magna, através da realizacdo de testes de toxicidade aguda. O
biodiesel estudado foi proveniente de 6leos e gorduras reciclaveis. Os
pesquisadores concluiram que a FSA do biodiesel é consideravelmente
menos toxica para 0s organismos aquaticos do que a FSA do dleo diesel
convencional. Porém, os resultados demonstraram que ainda assim ha
um risco substancial para os organismos aquaticos no caso de uma
contaminacdo por biodiesel. O organismo-teste Daphnia magna
apresentou valores de CLsy mais baixos que o peixe truta arco-iris,
mostrando que os microcrustaceos estudados sdo mais sensiveis para as
amostras testadas. Hollebone et. al. (2008) pesquisaram a toxicidade de
cinco amostras de combustiveis sobre 0s mesmos organismos-testes
acrescentando testes com a bactéria marinha bioluminescente Vibrio
fischeri. As amostras avaliadas foram: dois combustiveis provenientes
do petroleo (diesel com ultra-baixo teor de enxofre e diesel com baixo
teor de enxofre) e trés biodieseis provenientes de diferentes matérias-
primas (biodiesel de 6leo de soja, biodiesel de 6leo de canola e biodiesel
de gordura animal). A pesquisa avaliou a fragdo dispersa em agua € a
fracdo sollvel em dgua. Os resultados mostraram que todas as amostras
foram tdxicas a todos 0s organismos-testes e todos os métodos de
obtencdo das amostras, com o petrodiesel apresentando valores de CLs
mais baixos que as amostras de biodiesel, consequentemente maior
toxicidade. Porém as fragdes sollveis em dgua das amostras de biodiesel
apresentaram baixa toxicidade. Os dados de sensibilidade dos
organismos para as amostras testadas corroboram com os observados
por Khan et. al., sendo as bactérias o organismo mais sensivel, seguida
dos microcrustaceos e dos peixes.

Silva et. al. (2007) avaliaram a toxicidade de eluatos de
combustiveis fésseis comuns (gasolina e 6leo diesel) e eluatos de
biodieseis derivados de 6leo de soja sobre os peixes da espécie Danio
rerio. Os resultados demonstraram que os eluatos do biodiesel metilico
de soja ndo apresentaram toxicidade sobre o organismo-teste estudado.
Todas as outras amostras apresentaram toxicidade, sendo os eluatos de
craqueamento de soja bruto mais toxico que os eluatos de gasolina e
6leo diesel, mostrando assim a diferenca de toxicidade que o mesmo
produto pode apresentar conforme o seu processo de producéo.

Leite et. al. (2011) avaliaram a toxicidade aguda da FSA dos
biodieseis de mamona, palma e 6leo residual de frituras sobre o
crescimento da microalga Tetraselmis chuii e a mortalidade do ourico
do mar Echinometra lucunter. O estudo mostrou que a FSA do
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biodiesel de mamona é mais tdxica que as FSA dos demais biodieseis,
seguida pela FSA do biodiesel de 6leo de cozinha e FSA do biodiesel de
6leo de palma. Eles avaliaram também a influéncia do contaminante
metanol na producdo da toxicidade. Observaram que a concentracdo de
metanol mais elevada era referente ao biodiesel mais téxico (biodiesel
de mamona) enquanto a menor concentracdo de metanol encontrada foi
para o biodiesel de palma, que apresentava a menor toxicidade. Os
autores concluiram entdo que o metanol é o principal contaminante
responsavel pela toxicidade das FSA de biodieseis.

Com relacdo a toxicidade do Oleo diesel e 6leo cru de
petréleo, existem estudos que demonstram a toxicidade global da fracdo
solivel em &gua do petréleo e de seus combustiveis derivados, bem
como estudos envolvendo as suas substancias que apresentam maior
toxicidade (HPA e BTEX). Estudos comparativos sobre os efeitos
toxicoldgicos das FSA do 6leo cru e de seus derivados mostraram que a
FSA do 6leo diesel apresenta uma toxicidade mais elevada que a FSA
do petréleo (6leo cru) (GRIFFIN; CALDER, 1977; GAUR; SIGHN
1989; LEMOS 2003; RODRIGUES et. al., 2010).

Quanto a toxicidade global, os estudos evidenciaram que tanto
a FSA do petroleo bruto, como do 6leo diesel, dos HPAs e dos HTPs
(Hidrocarbonetos Totais do Petr6leo) apresentaram elevada toxicidade
para diferentes espécies de peixes (AL-YAKOOB et. al., 1996;
LOCKHART et. al., 1996; POLLINO; HOLDWAY, 2002; OMEGERIE
2002; DEDE, 2001; KAZLAUSKIENE et. al., 2008). Exposi¢Oes
agudas da truta arco-iris a 0,5 mg/L de HTP resultaram em anomalias do
desenvolvimento desses organismos-testes (POLLINO; HOLDWAY,
2002). Ja os efeitos agudos observados para as fragfes sollveis em agua
de diesel e petroleo expostas as larvas do peixe Odontesthes
Argentinensis apresentaram CLso de 70,68% para o petréleo e 13,46 %
para o diesel (RODRIGUES et. al., 2010). LOCKHART et. al. (1996)
demonstrou que a exposicdo cronica (30 dias) de peixes juvenis a FSA
do 6leo cru do petréleo matou 100% da populacdo de organismos-testes
em uma concentracdo de 300 pg/L. Quanto aos efeitos histopatolégicos
da exposicdo aguda de peixes a FSA do petréleo cru e a FSA do 6leo
diesel, estudos demonstraram que houve um alongamento das branquias
dos peixes, hiperplasia lamelar (DEDE, 2001), anomalias nas
pseudobranquias e nos tecidos do esdfago e figado (RODRIGUES et.
al., 2010).
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Estudos sobre a inducéo de microndcleos em FSA de petroleo
e Oleo diesel demonstraram que houve a observacdo de micronicleos a
partir da concentragio de 0,5 mg/L da FSA do 6leo cru (BARSIENE et.
al., 2006) e apés 24 horas de exposicdo a FSA do dleo diesel
(VANZELLA et. al., 2007).

3.3 LEGISLACAO PERTINENTE

No ambito federal as legislagdes referentes aos parametros de
qualidade das &guas sdo: Resolugdo CONAMA 357 de 17 de margo de
200, Resolugdo CONAMA 396 de 3 de abril de 2008 e Resolugédo
CONAMA 430 de 13 de maio de 2011.

A Resolucdo CONAMA 357 (BRASIL, 2005°) dispe sobre a
classificacdo dos corpos da &gua e diretrizes ambientais para o seu
enquadramento, bem como estabelece as condi¢cBes e padrdes de
lancamento de efluentes. Os padrbes de qualidade das &guas
determinados por esta resolucdo estabelecem limites individuais para
cada substdncia em cada classe. Portanto, para o entendimento dos
dados importantes para esta pesquisa os padrdes serdo explicados
separadamente para casa classe.

Para as aguas doces de classe especial, que sdo destinadas ao
abastecimento para consumo humano, ap6s desinfecgdo; dguas doces de
classe 1, que sdo destinadas ao abastecimento para consumo humano,
apés tratamento simplificado; aguas doces de classe 2, destinadas ao
abastecimento para consumo humano, apés tratamento convencional; e
aguas salinas de classe 1, destinadas a recreacdo de contato primario, é
definido que: os 6leos e graxas devem estar virtualmente ausentes e nao
se pode verificar efeito tdxico crdnico a organismos, comprovado pela
realizacdo de ensaio ecotoxicolégico padronizado ou outro método
cientificamente reconhecido.

Para as aguas doces de classe 3, que podem ser destinadas ao
abastecimento para consumo humano, apés tratamento convencional ou
avancado é definido que : os 6leos e graxas devem estar virtualmente
ausentes e ndo se pode verificar efeito téxico agudo a organismos,
comprovado pela realizacdo de ensaio ecotoxicolégico padronizado ou
outro método cientificamente reconhecido.

Para as aguas salinas e salobras de classe 2, que podem ser
destinadas a pesca amadora e a recreacdo de contato secundario, é
definido que os dleos e graxas devem estar virtualmente ausentes. Ja
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para as aguas doces de classe 4 e aguas salinas e salobras de classe 3,
que sdo destinadas a navegagdo e a harmonia paisagistica, ¢ definido
que, para 0leos e graxas, toleram-se iridescéncias. A referida resolugdo
também apresenta valores maximos permitidos para os BTEXs e HPAs
individualmente, conforme a classificacdo das aguas. Esses valores séo
encontrados na Tabela Al.1 do Apéndice A. Além disso, esta resolucdo
ainda prevé que interagdes entre substancias ndo poderdo conferir as
dguas caracteristicas capazes de causar efeitos letais ou alteracdo de
comportamento, reproducgdo ou fisiologia da vida.

A Resolucdo CONAMA 396 (BRASIL, 2008) dispbe sobre a
classificacdo e diretrizes ambientais para o enquadramento das aguas
subterrneas. Os pardmetros ambientais referentes ao presente trabalho
dispostos nesta resolugdo estdo expressos na Tabela Al.2 do Apéndice
A.

A Resolucdo CONAMA 430 (BRASIL, 2011") dispde sobre
as condi¢des e padrBes de lancamento de efluentes e complementa e
altera a Resolugcdo n°357, de 17 de marco de 2005. As metas
obrigatdrias para corpos receptores sdo estabelecidas por parametros
especificos, portanto, assim como para as resolugdes ja citadas, para o
entendimento dos dados importantes para esta pesquisa foram expostos
os limites permitidos para o langamento de efluentes na Tabela A1.3 do
Apéndice A.

Com relacdo as condicbes e padrdes de lancamento de
efluentes a Resolugdo CONAMA 430 define ainda que: ndo sdo
permitidos 6leos vegetais e gorduras animais em uma concentragao
superior a 50 mg.L™ e o efluente néo devera causar ou possuir potencial
para causar efeitos toxicos aos organismos aquaticos no corpo receptor,
de acordo com os critérios de ecotoxicidade estabelecidos pelo érgao
ambiental competente. Os ensaios de toxicidade devem considerar pelo
menos dois niveis troficos diferentes.

Na auséncia de critérios de ecotoxicidade estabelecidos pelo
6rgdo ambiental para avaliar o efeito téxico do efluente no corpo
receptor, a Resolucdo define que: para efluentes lancados em corpos
receptores de agua doce Classes 1 e 2, e aguas salinas e salobras Classe
1, a concentracdo do efluente no corpo receptor deve ser igual ou
inferior a Concentracdo de Efeito Ndo Observado (CENO) ou deve ser
menor ou igual a um décimo da Concentracdo Letal Efetiva (CEx); ja
para efluentes lancados em corpos receptores de dgua doce Classe 3, e
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aguas salinas e salobras Classe 2, a concentracdo do efluente no corpo
receptor deve ser menor ou igual a um terco da CEsy,.

No ambito estadual, o estado de Santa Catarina possui uma
legislacdo especifica referente & toxicidade representada pela Portaria
FATMA 017 de 18 de abril de 2002, que estabelece os limites maximos
de toxicidade aguda para efluentes de diferentes origens. Esta Portaria
ndo estabelece valores limites de toxicidade para aguas superficiais ou
subterraneas.

A Portaria 017 (BRASIL, 2002) estabelece os limites
maximos de toxicidade aguda para os microscrustaceos Daphnia magna
(Straus, 1820) e para as bactérias bioluminescentes Vibrio Fisheri, dos
efluentes de diferentes categorias, conforme a Tabela Al.4 do Apéndice
A.

Para as atividades ndo inseridas na Tabela A1.4 do Apéndice
A, a Portaria estabelece em seu artigo § 4° os Limites Maximos de
Toxicidade Aguda, abaixo mencionados:

- Fator de Diluicdo para Daphnia magna (FDd) : 8
(12,5%);
- Fator de Diluigdo para Vibrio fisheri (FDbl) : 8
(12,5%).

Para os testes de toxicidade a legislacdo preconiza que os
testes devem ser determinados em laboratério e que devem ser
realizados testes ecotoxicolégicos padronizados, cujos resultados
deverdo ser expressos em Fator de Diluicdo (FD), que é equivalente ao
pardmetro CE,er, descrito na ABNT 12713 (ABNT, 2004).



4. MATERIAIS E METODOS

4.1 ESQUEMA DA METODOLOGIA DESENVOLVIDA

A Figura 4.1 apresenta um esquema geral da metodologia desenvolvida
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4.2 SUBSTANCIA-TESTE

O biodiesel avaliado foi doado pela empresa BIOPAR —
Bioenergia do Parana Ltda. Este biodiesel foi produzido por
transesterificacdo por rota metilica utilizando dleo de soja (95%) e
gordura animal (05%) como matéria-prima, portanto trata-se de um éster
metilico de 6leo misto. O diesel utilizado foi doado pelo REMAS —
Laboratorio de Remediacio de Aguas Subterraneas — do Departamento
de Engenharia Sanitaria e Ambiental da UFSC. O B5 foi preparado
misturando-se 380 mL de diesel e 20 mL de biodiesel, perfazendo um
combustivel contendo 95 % de diesel e 5% de biodiesel (V/V).

4.3 PREPARO DAS FRACOES SOLUVEIS EM AGUA

As solucdes-teste deste estudo sdo as Fracdes Sollveis em
Agua dos combustiveis avaliados. Segundo a norma ABNT 15469
(2007), a fracdo solivel em agua pode ser definida como: “solugdo
aquosa de uma amostra de baixa miscibilidade em agua, obtida ap6s
procedimento de extragdo com agua” (ABNT, 2007, p. 2).

A metodologia utilizada seguiu as orientacBes da norma
ABNT 15469 (2007), com excecdo da FSA obtida para a realizacdo dos
testes de toxicidade crbnica. Para o preparo da FSA foram misturadas,
com o auxilio de agitadores magnéticos, uma parte da amostra em nove
partes de agua de diluicdo do teste em uma relagdo volume/volume
(V/IV). As amostras permaneceram sob agitacdo constante durante 20
horas em uma velocidade de agitacdo de forma que o vortex formado
ndo ultrapassasse 25% da coluna do liquido, na auséncia de
luminosidade e com temperatura constante. Ao término do tempo de
mistura as amostras permaneceram em repouso durante 1 a 2 horas. Em
seguida foi recolhida a fase aquosa para a realizacdo dos ensaios
toxicologicos.

A metodologia usada para a obtencdo da FSA utilizada nos
testes de toxicidade crbnica seguiu as orientacdes da norma ABNT
15469 (2007) com modificacbes. Foram misturadas uma parte da
amostra em quatro partes de A&gua destilada em uma razdo
volume/volume (V/V). As amostras permaneceram sob agitacdo nas
condicBes do preparo anterior. As aliquotas de fase organica e agua
utilizadas ndo devem afetar as amostras obtidas, pois em ambas as
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metodologias foram utilizadas as concentracBes de saturacdo dos
combustiveis. A diferenca entre 0 uso do diluente ou &gua destilada
interfere substancialmente na diluicdo 100% (amostra bruta), pois o uso
do diluente fornece as condi¢bes de sobrevivéncia necessarias aos
organismos testados, garantindo que a imobilidade seja causada somente
pela interagdo com a substancia-teste. Porém, neste ensaio, a diluigdo
100% ndo foi avaliada. A primeira diluicdo analisada foi de 25%,
garantindo desta forma, as condi¢Ges de sobrevivéncia dos organismos.
A Figura 4.2 mostra a estrutura para o preparo da FSA das amostras
para o teste de toxicidade cronica.

Figura 4.2 — Preparo da FSA para os testes de toxicidade cronica

Foram analisados os parametros fisico-quimicos pH e
oxigénio dissolvido (OD) das FSA afim de observar se as caracteristicas
das solucGes-teste preparadas poderiam afetar os testes de toxicidade
que foram realizados posteriormente. Para as medi¢cGes de pH e OD
foram utilizados o pHmetro digital da marca Quimis modelo Q400-A e
0 oximetro AT 130 da marca Alfakit, devidamente calibrados.

4.4 ANALISES CROMATOGRAFICAS

As FSA das amostras foram preparadas na unidade de preparo
de amostras do LABTOX - Laboratério de Toxicologia do
Departamento de Eng. Sanitaria e Ambiental da UFSC. As analises
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cromatograficas foram realizadas pela empresa Analytical Technology
situada na cidade de S&o Paulo — SP — Brasil.

Com o0s objetivos de analisar as composicbes e fazer a
quantificacdo das fracBes sollveis em agua das amostras, foram
realizadas analises de hidrocarbonetos aromaticos para as amostras de
diesel e B5 e andlises do teor de ésteres para as amostras de biodiesel e
B5. Os hidrocarbonetos avaliados foram HPA e BTEX, pois estas sdo as
principais substancias responsaveis pela toxicidade aquatica da FSA das
amostras de petrdleo e seus derivados, segundo Anderson et. al. (1974),
Singer et. al. (2001), Simonato et. al. (2008) e Rodrigues et. al. (2010).
As FSA dos combustiveis foram preparadas com os diluentes dos testes
de toxicidade, portanto foram utilizadas diferentes matrizes para a sua
obtencdo. Assim, a Tabela 4.1 apresenta as diferentes nomeagfes das
amostras com especificagdo da matriz utilizada para a obtengdo da FSA
correspondente.

Tabela 4.1 — Descrigcdo das amostras de FSA obtidas com especificagdo da
matriz utilizada

Amostra Especificacdo Matriz
Diesel Cronico Agua destilada
B5 Cronico Agua destilada
B100 Cronico Agua destilada
Diesel Agudo D. magna Meio diluente 1SO
B5 Agudo D. magna Meio diluente 1SO
B100 Agudo D. magna Meio diluente 1SO
Diesel Agudo V. fischeri Meio diluente - Cloreto de Sédio 2%
B5 Agudo V. fischeri Meio diluente - Cloreto de Sédio 2%
B100 Agudo V. fischeri Meio diluente - Cloreto de Sédio 2%
Diesel MN Agua de abastecimento desclorada
B5 MN Agua de abastecimento desclorada
B100 MN Agua de abastecimento desclorada

Legenda:C= Concentracdo; MN = Micron(cleo.

O meio diluente I1SO foi preparado segundo as orientagdes da
norma ABNT 12713 (2004). Em um béquer com 1 L de agua destilada
foram adicionados 3,2 mL de Cloreto de Calcio em uma concentracédo
de 73,5 mg.L'l, 0,8 mL de Sulfato Magnésio Heptahidratado em uma
concentracdo de 123,3 mg.L'l, 0,8 mL de Cloreto de Potassio em uma
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concentragdo de 5,8 mg.L™ e 0,8 mL de Bicarbonato de Sédio em uma
concentracdo de 64,8 mg.L™. Apds a solugdo foi mantida sob aeracéo
durante o tempo minimo de 12 horas para a solubilizacdo total dos sais e
saturacdo adequada do oxigénio dissolvido. O pH foi mantido entre 7,0
e 8,0.

As analises de HPA e teor de ésteres foram realizadas de acordo
com as orientagfes da USEPA 8270D (2007). Inicialmente as amostras
foram preparadas conforme a metodologia USEPA 3500 (USEPA,
2007). Para a avaliacdo do teor de ésteres as amostras foram analisadas
em um cromatografo gasoso (CG) Trace com PTV com backflush
equipado com um detector por ionizagdo em chama (FID). Ja as analises
de HPA foram realizadas em um cromatégrafo gasoso (CG) Trace com
PTV com backflush acoplado com um espectrémetro de massa da marca
Thermo Fisher Scientific. Os dados foram avaliados e arquivados pelo
software ChromQuest verséo 4.2.

As analises de BTEX foram realizadas de acordo com
orientacbes do método USEPA 8021B (1996), que é utilizado para
determinar os compostos organicos volateis em uma variedade de
matrizes. As amostras foram analisadas em um cromatégrafo gasoso
(CG) modelo Trace GC com HeadSpace Tekmar Autosampler 7000
equipado com um detector por ionizagdo em chama (FID). Os dados
foram avaliados e arquivados pelo software ChromQuest versdo 3.1.6. O
gas de arraste foi o nitrogénio e a coluna utilizada foi a OV-1, com 30
metros de comprimento, 0,53 mm de diametro interno e espessura do
filme de 3um. A quantificacdo das amostras foi realizada por
padronizacdo interna.

4.5 ACONDICIONAMENTO DAS AMOSTRAS

O acondicionamento das amostras, tanto para envio para as
analises cromatograficas, como para a realizacdo dos testes de
toxicidade, foi realizado conforme orientacGes do Standard Methods for
the Examination of Water and Wastewater (APHA, 1998) com exce¢édo
dos testes de toxicidade crénica com Daphnia magna.

Para as analises cromatograficas, as amostras para analise de
HPA foram acondicionadas em vidro &mbar com septo teflon, mantidas
refrigeradas a 4 £ 2°C, durante o tempo maximo de 7 dias. Nas amostras
preparadas para analise de BTEX foram adicionadas 8 gotas de acido
Cloridrico (HCI) 50% , elas foram acondicionadas em vials com septo
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teflon/silicone, com refrigeracdo de 4 + 2°C, durante o tempo méaximo
de 14 dias. As amostras analisadas para Teor de Esteres foram
acondicionadas em recipientes plasticos com batoque, mantidas
refrigeradas a 4 £ 2°C, durante o tempo maximo de 7 dias.

Para os testes de toxicidade as amostras de diesel e BS foram
acondicionadas em vidro ambar com septo teflon, enquanto as amostras
de biodiesel foram guardadas em recipientes plasticos com batoque.
Todas as amostras foram mantidas refrigeradas a 4 + 2°C, durante o
tempo maximo de 7 dias.

46 TESTES DE TOXICIDADE AGUDA COM O
MICROCRUSTACEQ Daphnia magna

4.6.1 Cultivo do microcrustaceo Daphnia magna

O cultivo dos miscrocrustaceos D. magna foi realizado
segundo as normas ISO 6341 (1996) e DIN 38412 (1989). Foram
utilizados recipientes de vidro com capacidade de 1,5 L contendo agua
reconstituida como meio de cultivo M4 (ISO, 1996; ABNT, 2004), meio
utilizado para crescimento dos organismos. Os organismos foram
alimentados diariamente com cultura algdcea de Scenedesmus
subspicatus. Em cada lote de cultivo foram mantidos de 20 a 30
individuos, sendo exclusivamente fémeas. Os lotes foram mantidos em
ambiente com temperatura controlada a 20 + 2°C e com fotoperiodo de
16 horas, condi¢des obtidas com o uso de uma germinadora. Trés vezes
por semana foi realizada a troca do meio de cultura e retirada dos
filhotes e carapacas.

4.6.2 Controle da sensibilidade dos organismos-teste

Os organismos foram testados em nivel de sensibilidade,
visando assegurar a qualificacdo dos mesmos dentro dos padrdes
internacionais e garantir a validagdo dos testes realizados conforme a
ISO 6341 (1996). Para isso, foram realizados testes de toxicidade aguda
com a substancia de referéncia Dicromato de Potassio (K,Cr,O). Foram
considerados aptos para utilizacdo em testes, os neonatos produzidos em
lotes de cultivo que apresentaram CEsg 24 hores €Ntre 0,6 € 1,7 mg.L'1 de
Dicromato de Potassio (I1SO, 1996).
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4.6.3 Teste de toxicidade aguda com o microcrustaceo Daphnia
magna

O principio do teste de toxicidade aguda com D. magna
consiste na exposi¢do de individuos jovens por um periodo de 24 a 48
horas a varias diluigdes de uma amostra, sobre o qual é verificado seu
efeito sobre a capacidade natatoria desses organismos. Foi utilizada a
metodologia de teste de toxicidade aguda com o organismo-teste D.
magna descrita na ABNT 12713 (2004). Inicialmente foram realizados
testes preliminares objetivando definir as concentragdes (diluicdes) que
seriam avaliadas. Apds, as amostras foram testadas com base na
exposicdo de neonatos de D. magna com 2 a 26 horas de idade, no
controle negativo e em diferentes diluicbes da amostra 100% (FD = 1),
50 % (FD = 2), 25% (FD = 4), 12,5% (FD = 8), 6,25% (FD = 16), por
um periodo de 48 horas. O controle negativo foi composto somente de
agua de diluigdo do teste. Como &gua de diluicdo foi utilizado o meio
ISO conforme descrito na norma ISO 6341 (1996) e na ABNT 12713
(2004). Foram expostos 20 organismos-testes por diluicdo da amostra
testada, sendo que para cada diluicdo foram feitas duas réplicas, sendo,
portanto adicionados 10 neonatos por réplica. O teste foi mantido a
temperatura de 20 a 22°C, sem alimentagdo ou iluminagdo. Apds o
tempo de prova (48 horas) foi observado o nimero de individuos
imoveis por diluicdo (concentracdo) testada, definida a CEs, € observada
a CEzrn. A CEsp representa a Concentragdo Efetiva que causa efeito
agudo a 50% dos organismos testados. A CE, refere-se ao menor valor
de diluicdo da amostra na qual ndo se observa imobilidade maior que
10% nos organismos expostos (ABNT, 2004). A CEsp 4shores TOI
calculada utilizando-se os métodos estatisticos Probit Method (Weber,
1993) para dados paramétricos e Trimmed Sperman-Karber Method
(Hamilton et. al., 1977) para dados ndo paramétricos. A Figura 4.3
apresenta um esquema do teste de toxicidade aguda com D. magna.
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Teste de toxicidade aguda com Daphnia magna

Controle Fator de Dllult;ﬁo

10 Daphaia magna por béquer

Figura 4.3 — Esquema do teste de toxicidade aguda com Daphnia magna
Fonte: FUZINATTO, 2009

4.6.4 Teste de toxicidade crbnica com o microcrustaceo Daphnia
magna

O principio do teste de toxicidade crénica com D. magna
consiste na exposicao de individuos jovens, por um periodo que abranja
toda ou uma parte do ciclo de vida do organismo, a varias diluicGes de
uma amostra, sobre o qual é verificado qualquer efeito deletério na
populagdo exposta (RAND et. al., 1995).

Os testes de toxicidade crbnica realizados seguiram a
metodologia usada por Terra et. al. (2008) com adaptacdes. A fracdo
solivel em agua dos combustiveis foi preparada no inicio do teste,
separada em aliquotas e congelada. Para realizacdo dos testes de
toxicidade cronica, foram utilizados organismos jovens, com 2 a 26
horas de idade. Esses foram expostos ao controle e a varias diluicfes da
amostra (25% (FD4), 12,5% (FD8), 6,25% (FD16), 3,12% (FD32) e
1,56% (FD64)), por um periodo de 21 dias, sendo usado como diluente
0 M4 (meio de cultivo). Foram utilizadas 10 réplicas, dispondo
individualmente 1 organismo jovem de D. magna em béqueres de 50
mL. Cada béquer recebeu uma aliquota de 25 mL da solucdo-teste. O
teste foi mantido nas mesmas condi¢cdes ambientais que os lotes de
cultivo. Foi realizado um acompanhamento diario dos organismos-teste,
onde foi observada e registrada a sobrevivéncia e o nimero de jovens
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gerados por fémea. Os procedimentos necessarios a manutencao
adequada dos testes foram realizados trés vezes por semana, sendo feito
a retirada dos possiveis filhotes, substituicdo da solucdo-teste antiga,
manutencdo da D. magna adulta e alimentagcdo dos organismos através
da cultura algacea de Scenedesmus subspicatus conforme indicado na
norma ABNT 12713 (2004). Este procedimento caracteriza este teste
como semi-estatico. A Figura 4.4 apresenta um esquema demonstrativo
do teste de toxicidade cronica utilizando D. magnha como organismo-
teste.

Teste de toxicidade cronica com Daphnia magna
Fator de Diluigiao

Figura 4.4 - Esquema do teste de toxicidade cronica com Daphnia magna
Fonte: FUZINATTO, 2009.

Os pardmetros analisados no teste foram: longevidade,
fecundidade e crescimento. Para a determinagcdo da longevidade foi
observada a sobrevivéncia dos organismos-teste. Este paré@metro foi
expresso pelo nimero de Daphnias adultas sobreviventes ao fim dos 21
dias de teste. A fecundidade foi avaliada através da contagem dos
filhotes gerados por réplica no periodo de duracdo do teste. Para a
avaliacdo da fecundidade foi considerado o nimero total de filhotes por
réplica dividido pelo nimero de posturas desta réplica. A média de
filhotes por diluicdo foi a média de filhotes das réplicas desta diluicéo.
No caso da existéncia de um macho entre os organismos-testes adultos
que foram testados, este foi usado como dado para avaliacdo da
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longevidade, mas ndo entrou nos dados de crescimento e fecundidade,
conforme orienta¢fes de Brentano (2006).

O crescimento foi avaliado através da variacdo de
comprimento dos organismos testados, sendo considerado comprimento
total do organismo a distancia entre a cabeca até o final da carapaga da
D. magna, como ilustrado na Figura 4.5. A medicdo foi realizada no
final do teste, através do auxilio de uma lupa de aumento de 40 vezes e
uma lamina com escala milimetrada de 1 cm. O Apéndice B apresenta
um exemplo da tabela padrdo utilizada para o acompanhamento dos
dados obtidos neste ensaio.

y COMPRIMENTO

Figura 4.5 - Comprimento total da Daphnia magna
Fonte: BRENTANO (2006) com adaptaces.

Para a interpretacdo dos dados obtidos com o controle foi
utilizada a analise estatistica recomendada pela USEPA, EPA 821-R-02-
013 (USEPA, 2002"). Para estes, foram usados os testes de Dunett,
quando o numero de réplicas em todo o grupo for similar, ou o teste de
Dunett com ajuste de Bonferroni quando o nimero de réplicas ndo for o
mesmo em todos os tratamentos. Os testes foram realizados através do
programa computacional Dunnett Program versdo 1.5. Este programa
baseia-se no principio da comparacdo multipla, onde realiza a
comparacao dos resultados obtidos no controle com as dilui¢bes, com
um nivel de significancia de 95%. Foram analisadas as diferencas
significativamente superiores e inferiores ao controle. A menor
concentracdo em que esta diferenca excede este valor é considerada
como CEO (Concentracdo de Efeito Observado). Determinada a CEO
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foi originada a CENO (Concentracéo de Efeito Ndo Observado) como
sendo a concentracao imediatamente inferior a CEO.

4.7 TESTE DE TOXICIDADE AGUDA COM A BACTERIA Vibrio
fischeri

O teste de toxicidade aguda com a bactéria marinha
luminescente Vibrio fischeri é fundamentado na medicdo da
luminescéncia das bactérias, registradas por um aparelho denominado
luminémetro, que é capaz de medir e registrar a quantidade de luz
emitida por essas bactérias.

A metodologia utilizada no teste foi a desenvolvida para o
equipamento Microtox® 500, que é baseada na metodologia proposta
pela 1SO 11348-3 (1998°). O sistema Microtox® consiste de um
lumindémetro com unidade integrada de comando e medi¢do, e um
termobloco embutido neste lumindmetro. Os procedimentos a serem
executados para a realizagdo do teste foram controlados pelo software
Microtox Omni 4.0 que é gerenciado pelo préprio equipamento.

Inicialmente foram necessarios alguns controles da amostra,
sendo esses: pH, OD e salinidade. A salinidade minima necessaria para
a realizacdo dos ensaios é de 20 g.L™ de Cloreto de Sédio (NaCl). Como
a FSA foi preparada com o diluente do teste, ndo foi necessaria a
correcdo da amostra quanto ao aspecto salinidade. O OD néo pode ser
inferior a 0,5 mg/L. O pH da amostra deve apresentar-se entre 6 e 8,5.
Foi necessario proceder ao ajuste do pH com a adigdo de hidréxido de
sodio 1N, pois as amostras apresentaram valores de pH inferiores a 6.
Foi realizado teste de sensibilidade para a validacdo do lote de bactérias
utilizado. As bactérias utilizadas pertencem a linhagem NRRL B-11177
provenientes da SDI®, denominado Microtox Acute Reagent®. A
substancia de referéncia usada foi o Sulfato de Zinco Heptahidratado
(ZnS0,4.7H,0) na concentracdo de 100 mg.L'l. O valor da CEsp 15mim de
referéncia para esta substancia encontra-se entre 3-10 mg.L™". Além da
toxicidade deve ser determinado o fator de corregdo da amostra, que
deve estar entre 0,6 e 1,8. Ap6s, foram realizados os testes de toxicidade
aguda com as amostras avaliadas.

O teste de toxicidade foi realizado em temperatura controlada
pelo equipamento, que mantém a série de diluicdes do teste em 15°C +
1°C e o reagente bacteriano em 3°C. A medi¢do da intensidade luminosa
emitida pelas bactérias foi realizada no primeiro contato com a amostra
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e apd6s 15 minutos. A toxicidade da amostra é dada pela diferenca de
luminosidade registrada entre estas duas medidas.

Os resultados do teste foram determinados através da
CEso 15min, que corresponde a concentragdo efetiva que causa a inibigdo
de 50% da luminescéncia, e da CEeyo Os calculos da CEsg ismin € @
determinacdo da CE_, foram realizados pelo software do equipamento.

Devido a necessidade de adi¢do de solugdes para a realizacdo
do teste é impossivel a verificacdo da toxicidade da amostra bruta, sendo
que a maior concentracdo da amostra testada foi de 80 %. Foram
avaliadas as diluicdes 80% (FD 1), 50% (FD 2), 33,33% (FD3), 25%
(FD 4), 16,67% (FD 6), 12,50% (FD 8), 8,33% (FD 12) e 6,25% (FD
16). O diluente utilizado foi o Cloreto de Sodio (NaCl) 2%.

4.8 TESTE DE MUTAGENICIDADE

4.8.1 Aclimatacé&o dos peixes

O organismo-teste utilizado neste ensaio foi o0 peixe
Oreochromis niloticus (peso médio = 30,0 + 0.3 g; comprimento médio
=12 £ 2 cm). A escolha do O. niloticus se deve ao fato de este ser um
peixe comumente encontrado em pisciculturas, e da facilidade de sua
aclimatacdo e manejo em laboratério. Os peixes foram aclimatados por
um periodo de 15 dias, em tanques com aproximadamente 400 L
contendo agua desclorada, temperatura constante de 22°C + 2°C e
aeracdo constante, conforme metodologias descritas por Simonato et. al.
(2008) e Ogundiran et al. (2010), com adaptagdes. A cada 48 horas foi
retirado o material fecal, renovada a dgua do tanque e 0s organismos
foram alimentados com racdo para alevinos contendo 42% de proteina e
500 mg/kg de vitamina C, da marca Supra, linha Acqua line.

4.8.2 Teste do micronucleo

O objetivo deste teste foi avaliar o potencial mutagénico das
amostras estudadas, considerando a CEsy encontrada nos testes de
toxicidade aguda. Portanto 0s organismos-teste foram expostos a
diluicdo de 90% da FSA de biodiesel e 40% da FSA de diesel e B5.
Como na amostra de biodiesel houve a morte dos organismos expostos,
optou-se pela avaliacdo da diluicdo de 40% para todos combustiveis,
possibilitando desta forma uma comparacdo direta dos resultados



60

encontrados. Além da diluicéo testada os organismos foram expostos ao
controle negativo (agua mineral) e ao controle positivo (dicromato de
potassio em uma concentragdo de 2,5 mg/L) (MISHRA; MOHANTY,
2008). O teste do micronucleo realizado seguiu a metodologia utilizada
por Carvalho-Pinto Silva et. al. (2003) com modificagfes. Em cada
aquério foram acondicionados dois peixes. Ap6s 0 tempo de exposi¢do
(48 horas) foi retirado o sangue da medula inserindo a agulha na espinha
dorsal dos organismos testados, com o auxilio de uma seringa contendo
anticoagulante, para a realizacdo de esfregagos em laminas de
microscopia. Foram preparadas duas l1aminas por peixe. Os esfregacos
foram fixados em metanol (P.A.) durante 20 minutos, permanecendo
secando em temperatura ambiente. Apos 24 horas as laminas foram
coradas com Brometo de Etidio/Acridine Orange, onde o material
nuclear ¢ diferenciado do citoplasma pela coloracdo laranja intensa. A
Figura 4.6 apresenta 0s passos para a preparacdo dos esfregacos
realizados no teste do microntcleo.
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Figura 4.6 — Preparagao dos esfrega(;os para o teste do micronucleo

A analise das laminas foi realizada em microscopio fluorescente
(Olympus BX40) com uma magnificacdo de 1000x. Foram consideradas
para a analise somente células integras (membranas celular e nuclear
intactas). Para a determinacdo do numero de eritrécitos micronucleados
foram analisados, em teste cego, 2000 eritrdcitos por organismo-teste. O
critério adotado para a identificacdo dos microntcleos foi o de TATES
et. al. (1980) apud SILVA (2000) que define micronicleo como
inclusdes citoplasmaticas esféricas que apresentam contorno definido,
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com diametro de 1/10 a 1/3 em relacdo ao ndcleo, com coloracdo e
estrutura similar ao mesmo.






5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISES CROMATOGRAFICAS

As anélises cromatogréficas foram realizadas com o intuito de
analisar as composicOes das fragfes sollveis em agua e quantificar as
concentragBes de algumas substancias contidas na fase solivel. A
quantificacdo permite que as andlises toxicoldgicas sejam expressas na
unidade massa.volume™, o que é importante para a avaliagdo da
toxicidade das amostras e para a comparacdo com dados bibliogréficos.
Foram realizadas andlises dos hidrocarbonetos HPA e BTEX para as
FSA do diesel e do B5 e de teor de ésteres para as FSA do biodiesel e do
B5. Os resultados foram expressos em mg.L™, ou seja, ppm.

5.1.1 Analises de hidrocarbonetos

Os principais compostos responsaveis pela toxicidade
aquatica do 6leo diesel sdo os BTEX e os HPAs (ANDERSON et. al.,
1974; SINGER et. al., 2001; SIMONATO et. al., 2008; ROGRIGUES
et. al.,, 2010). As fragdes sollveis em &gua do Oleo diesel e do B5
apresentaram consideraveis concentragdes de BTEX e baixas
concentracGes de HPA de baixo peso molecular, como o Naftaleno,
Fluoreno, Fenantreno e Antraceno. Considerando hidrocarbonetos
soliveis como a soma de BTEX e HPA, as concentracdes de
hidrocarbonetos sollveis encontradas nas amostras de diesel variaram
de 5,75 ppm a 7,63 ppm, enquanto as amostras de B5 obtiveram uma
variacdo de 5,21 ppm até 6,71 ppm. Esta diferenca ocorre devido as
distintas matrizes utilizadas para a obtengcdo das FSA. As amostras de
B5 obtiveram concentragfes ligeiramente inferiores as observadas para
o diesel para as respectivas amostras. Estes valores eram previstos visto
que o combustivel B5 é composto por 95% de OGleo diesel. Estes
resultados demonstram que ndo houve efeito de co-solvéncia entre os
hidrocarbonetos do diesel e os compostos sollveis do biodiesel. Os
resultados das analises de hidrocarbonetos (HPA e BTEX) para as
amostras das fracdes solUveis em agua de diesel e B5 estdo expressos
nas Tabelas A2.1 e A2.2 do Anexo A. A Figura 5.1 mostra um
comparativo das concentracdes sollveis finais encontradas para as
diferentes amostras.
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Concentragoes das FSA
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Figura 5.1 — Comparativo das concentragdes de hidrocarbonetos sollveis
para as diferentes amostras estudadas
Legenda: MN = Micronicleo

A salinidade interfere diretamente na solubilidade dos
hidrocarbonetos do petréleo. As concentracdes das amostras preparadas
com &gua destilada utilizadas no teste crénico (nomeadas como
Crobnico) foram mais elevadas que as demais, seguida das preparadas
com o meio ISO (nomeadas como Agudo D. magna), agua de
abastecimento desclorada (nomeadas MN) e preparadas com agua mais
Cloreto de S6dio em uma concentracdo C= 20 g.L™ (nomeadas Agudo
V. fisheri). Desta forma percebe-se uma diminuicéo da solubilidade dos
hidrocarbonetos com o aumento da salinidade. Este comportamento
também foi observado por Shiu et. al. (1990), Xie et. al. (1997) e Shukla
et. al. (2007) que pesquisaram a solubilidade dos hidrocarbonetos do
petréleo e de seus combustiveis derivados.

Os dados referentes as concentracfes aquosas de diesel
encontrados na literatura variam. Anderson et. al. (1974) encontraram
uma concentracdo de hidrocarbonetos aromaticos para a FSA do 6leo
diesel de 5,28 ppm, ja Rodrigues et. al. (2010) observaram uma
concentracdo de hidrocarbonetos sollveis de 2,85 ppm para a FSA do
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diesel. A variagdo observada entre os estudos e o presente trabalho é
natural uma vez que os combustiveis possuem diferentes origens,
podendo, deste modo, possuir composi¢fes distintas e
conseqlientemente obter diferentes concentracbes de FSA. As
composicbes das FSA obtidas corroboram com os resultados
encontrados por Anderson et. al. (1974), Simonato et. al. (2008) e
Rodrigues et. al., (2010).

5.1.2 Analise do teor de ésteres

A andlise do teor de ésteres presente na FSA do biodiesel
apresenta a quantidade de ésteres metilicos de acidos graxos (biodiesel)
transferidos para a fase aquosa. As fragBes solUveis em &gua das
amostras de biodiesel e B5 ndo apresentaram concentrages de ésteres
metilicos solUveis, conforme mostra os dados da Tabela A2.3 do Anexo
A. Os ésteres de &cidos carboxilicos sdo substancias quimicas capazes
de sofrer hidrélise, ou seja, estas substancias quando em contato com
uma molécula de agua reagem formando uma nova ligagdo carbono-
oxigénio (HARRIS, 1982). Segundo Lalman (2000) a hidrdlise é a
primeira etapa da biodegracdo dos ésteres, onde esses reagem com a
agua se decompondo em metanol e acidos carboxilicos. Portanto, estes
resultados indicam que, no preparo da FSA do biodiesel, os ésteres
metilicos se hidrolisaram quando em contato com a agua. Dados
literarios, com analises da quantidade de metanol presente na FSA de
diferentes biodieseis preparados com metodologia semelhante a
utilizada neste estudo, no primeiro dia de obtencdo das mesmas,
apresentam concentracdes de 1,2 a 2,1 % (LEITE et. al., 2011). Essas
concentragcBes sdo consideradas elevadas para o tempo encontrado, visto
que a concentragdo maxima de metanol livre no biodiesel
comercializado é de 0,2% (ANP, 2008). Portanto, estes dados reforcam
a afirmativa que na obtencdo da FSA pode ocorrer a transformacao dos
ésteres a metanol.
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5.2 ANALISES TOXICOLOGICAS

5.2.1 Testes de toxicidade aguda

Os testes de toxicidade aguda fornecem dados que permitem
mensurar os efeitos toxicologicos causados pela FSA dos combustiveis
nas primeiras horas de um derramamento, comparar os efeitos
toxicoldgicos causados pelos diferentes combustiveis definindo qual o
combustivel mais tdxico para 0 meio aquatico e comparar a
sensibilidade dos diferentes organismos expostos. Foram realizados
testes de toxicidade aguda com o microcrustaceo aquético Daphnia
magna e com as bactérias marinhas bioluminescentes Vibrio Fisheri. Os
resultados foram expressos em CEsy € CE,ero. Os resultados da CEsg
foram divulgados nas unidades % e massa.volume™.

5.2.1.1Teste de toxicidade aguda com o microcrustaceo Daphnia magna

Os testes de toxicidade aguda com o microcrustaceo aquatico D.
magna apresentaram toxicidade, em CEszp 4g horas, d& 39,56% para a FSA
do diesel, 43,42% para a FSA do B5 e 94,43% para a FSA do biodiesel.
Considerando a concentragdo total de hidrocarbonetos como a
concentracdo total da FSA das amostras de diesel e B5, os valores de
CEsp 48 horas Obtidos foram de 2,62 ppm para a FSA do diesel e 2,76 ppm
para a FSA do B5, comprovando a semelhanga de toxicidade aguda
encontrada em percentagem. Os resultados obtidos mostram que a FSA
do biodiesel estudado é considerada pouco tdéxica para a Daphnia
magna, enquanto a FSA do diesel e do B5 sdo consideradas toxicas. A
Tabela 5.1 apresenta os resultados dos testes de toxicidade aguda com
D. magna para as diferentes amostras avaliadas. A Figura 5.2 apresenta
um comparativo da toxicidade aguda das diferentes amostras estudadas
na unidade %. O OD e o pH de todas as amostras estdo de acordo com
as exigéncias da norma seguida. OD superior a 1,0 mg.L™ e pH entre 5,0
e 9,0 (ABNT, 2004). O OD variou de 3,9 mg.L™ a 8,9 mg.L™ e ndo foi
observada relacdo de dependéncia direta da toxicidade aguda com a
quantidade de oxigénio dissolvido para nenhuma das FSA dos
combustiveis avaliados.

A CE_,, Observada foi de 12,5% para a FSA do diesel e do B5
e 25% para a FSA do biodiesel. Portanto, a partir das concentracGes 0,83
ppm para a amostra de diesel e 0,79 ppm para a amostra de B5, ndo foi
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observada imobilidade superior a 10% dos organismos expostos, assim
como para 25% da FSA total do biodiesel. Segundo a ABNT 12713
(2004) o resultado da CEy, deve ser expresso por uma concentragdo
inteira, portanto foi considerada como CE,y, média a menor diluicdo

encontrada para este parametro.

Tabela 5.1 — Resultados dos testes de toxicidade aguda para as diferentes
amostras de combustiveis utilizando o microcrustdceo Daphnia magna

Amostra pH  OD (mg.L") CEs(ppm) CEoro
FSA Diesel Média 2,62 .

(C=6,62 ppm) 168 >2 (216-321) TDBouI2S¥
FSA B5 Média 2,76 .

(C=6,36 ppm) 8,30 3,9 (193-305) D B8oul25%

FSA B100 Média

7,73 62 - FD 4 ou 25%

Legenda: C=Concentragdo e FD=Fator de Dilui¢do

CE-so, 48 horas (%)

120
100
80
60
40
20

Teste de Toxicidade Aguda com o

microcrustaceo D. magna

FSA Diesel FSA B5 FSA B100

Combustiveis

Figura 5.2 — Comparativo da toxicidade aguda da FSA dos diferentes
combustiveis estudados utilizando o microcrustaceo Daphnia magna
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5.2.1.2 Teste de toxicidade aguda com a bactéria marinha Vibrio fischeri

Os testes de toxicidade aguda com a bactéria marinha
bioluminescente V. fischeri apresentaram toxicidade, em CEsg 15 min, de
7,32 % para a FSA do diesel, 7,40 % para a FSA do B5 e 29,0% para a
FSA do biodiesel. Considerando a concentracdo total de hidrocarbonetos
como a concentracdo total da FSA das amostras de diesel e B5, o0s
valores de CEsg 15 min Obtidos foram de 0,42 ppm para a FSA do diesel e
0,48 ppm para a FSA do B5. Os valores de CEs, baseados na
concentracdo total de HPA e BTEX comprovaram a semelhanca de
toxicidade obtida para o parametro percentagem, assim como para o
microcrustceo aquatico D. magna. As FSA de todos os combustiveis
estudados sdo consideradas muito toxicas para as bactérias expostas.

A CEso.15 min do teste de toxicidade aguda com a substancia de
referéncia Sulfato de Zinco Heptahidratado (C= 100 mg.L™) foi de 6,99
(4,94-9,89) mg.L ™ A toxicidade aguda obtida esta de acordo com a 1SO
11348-3 (1998), validando o lote de bactérias utilizado.

Néo foi possivel observar a CE_e, para as amostras de diesel e
B5, pois houve reducdo da bioluminescéncia em todas as dilui¢Ges
testadas, portanto a CEzeo < FD 16 ou 6,25%. A CEo para a FSA do
biodiesel foi de 12,5%. Os resultados dos testes de toxicidade aguda
com as bactérias marinhas bioluminescentes V. fischeri estdo expressos
na Tabela 5.2 e na Figura 5.3.

Tabela 5.2 - Resultados dos testes de toxicidade aguda utilizando a bactéria
marinha bioluminescente Vibrio fischeri

Amostra pH OD (mgL") CEso (ppm) CEzero
FSA Diesel 7,85 5,8 0,42 < FD 16 ou 6,25%.
(C=5,75 ppm) (0,39-0,45)
FSA B5 7,45 4,2 0,38 < FD 16 ou 6,25%.
(C=5,21 ppm) (0,36-0,42)
FSA Biodiesel 7,5 58  aeeee- FD 8 ou 12,5%

Legenda: C=Concentra¢do, FD=Fator de Diluicdo e ND=Né&o Detectavel.
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Figura 5.3 - Comparativo da toxicidade aguda da FSA dos diferentes
combustiveis estudados utilizando a bactéria marinha Vibrio fischeri

O diesel vem sendo substituido pelo biodiesel na matriz
energética, entre outros motivos, pelos possiveis beneficios ambientais
obtidos pela utilizacdo dos ésteres metilicos. Os efeitos toxicoldgicos
agudos observados neste trabalho demonstram que a FSA do diesel e do
B5 sdo consideravelmente mais toxicas que a FSA do biodiesel
estudado. A maior toxicidade do diesel em relacdo a diferentes tipos de
biodieseis também foi evidenciada pelos autores Peterson e Muller
(2006), Khan et. al. (2007), DeMello et. al. (2007), Silva et. al. (2007) e
Hollebone et. al. (2008).

A introducdo do biodiesel na matriz energética brasileira se
deu pelo uso de misturas binarias de diesel/biodiesel. Atualmente é
obrigatdria a adicdo de 5% de biodiesel ao diesel comercializado. A
FSA do B5 apresentou toxicidade aguda muito semelhante a FSA do
diesel para todos os organismos expostos. Este comportamento também
foi observado por Khan et. al. (2007) que estudaram a toxicidade aguda
do diesel, B5 e biodiesel de dleos e gorduras reciclaveis sobre o
organismo-teste D. magna. Portanto, conclui-se que a mistura binaria
diesel/biodiesel de 5% exigida pela legislacdo brasileira ndo apresentou
alteracdo significativa quanto ao aspecto toxicidade aguda aquatica
quando comparada a FSA do diesel puro.
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Dentre as funcdes dos testes de toxicidade aguda destaca-se a
comparacdo da sensibilidade de diferentes organismos expostos. Os
resultados obtidos para os testes de toxicidade aguda com o
microcrustaceo aquatico D.magna e para a bactéria marinha V. fischeri
mostraram que as bactérias sao organismos-testes mais sensiveis as FSA
de combustiveis, o que também foi observado por Hollebone et. al.
(2008).

Com relacdo & toxicidade aguda da FSA do dleo diesel,
levando em conta as diferengas nos organismos-testes estudados, os
dados literarios corroboram com os obtidos no presente trabalho. Neste
estudo, a CEsgas noras para 0 organismo-teste D. magna foi de 39,56%.
Rayburn et. al. (1996) utilizando embrides de camardo para a realizagdo
dos ensaios de toxicidade aguda obtiveram uma CLsy média de 30%,
enquanto Silva et. al. (2007) que avaliaram a toxicidade aguda de
eluatos de 6leo diesel sobre o organismo-teste Danio rerio, observaram
uma ClLsg g horas de 35,35%. J& o resultado de CEsg s min de 0,42 ppm
obtido para a bactéria marinha V. fischeri é semelhante ao encontrado
por Rodrigues et. al. (2010) (CLso .96 hores = 0,38 ppm) que avaliaram a
toxicidade aguda da FSA do diesel sobre larvas do peixe marinho
Odontesthes argentinenses.

A toxicidade aguda da FSA do biodiesel tem sido menos
investigada. A pesquisa dos impactos toxicoldgicos causados por esses
combustiveis estd em estagio inicial. Além disso, ha uma grande
variagdo das matérias-primas dos biodieseis avaliados. O biodiesel
estudado apresentou-se pouco toxico para D. magna (CEspss horas =
94,43%) e toxico para a bactéria V. fischeri (CEsp1s min. = 29%).
Segundo Silva et. al. (2007) a FSA do biodiesel metilico de soja, de
origem semelhante ao estudado, ndo apresenta toxicidade para o
organismo D. magna. A FSA do biodiesel de palma, que possui uma
composicdo de ésteres semelhante ao biodiesel de soja (MOSER, 2009),
obteve uma toxicidade (CEsg3s noras) de 22,25% para 0 ourico do mar
Echinometra lucunter e toxicidade (Clspgs noras) de 93,52% para as
microalgas Tetraselmis chuii (LEITE et. al., 2011). Assim como para 0
diesel, levando em conta as diferengas nos organismos-testes estudados,
pode-se considerar que os dados literarios corroboram com os obtidos
neste estudo.

Ja a FSA de biodieseis originados de 6leos com composicdes
de &cidos carboxilicos muito diferentes apresentam toxicidades bem
variadas. A FSA do biodiesel de 6leo residual de cozinha e a FSA do
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biodiesel de mamona apresentaram toxicidade (CEsg, 36 horas) de 8,95 % e
4,22% para o ourico do mar Echinometra lucunter, e toxicidade (Clsg, o5
horas) de 56,74% e 48,32% para a inibicdo do crescimento das microalgas
Tetraselmis chuii (LEITE et. al., 2011).

5.2.2 Teste de toxicidade cronica com o microcrustaceo aquatico
Daphnia magna.

Os testes de toxicidade crbnica fornecem resultados dos
efeitos toxicoldgicos causados quando ha exposi¢do continua a um
contaminante ao longo do tempo. Portanto esses testes simulam os
impactos toxicoldgicos causados pela FSA de combustiveis quando ha
contaminacdo por vazamentos na fabricagdo ou comercializagdo destes
produtos. Foram avaliados os efeitos crénicos causados sobre os
parametros longevidade, crescimento e reproducao. Os resultados finais
foram expressos em CEO e CENO.

As concentragdes avaliadas no teste de toxicidade crénica
foram definidas através da observagéo dos resultados obtidos no teste de
toxicidade aguda com D. magna. Como a CEe, das amostras estudadas
variaram de FD 8 ou 12,5% para a FSA do diesel e do B5 a FD 4 ou
25% para a FSA do biodiesel, as diluicdes do teste de toxicidade cronica
iniciaram da CE,y, de 25% (FD 4), diminuindo o Fator de Diluigcdo
numa razdo de 2 entre as dilui¢bes. Portanto, as diluigdes testadas foram
25% (FD 4), 12,5% (FD 8), 6,25% (FD 16), 3,12% (FD 32) e 1,56%
(FD 64).

O teste de sensibilidade com a substincia de referéncia
Dicromato de Potassio mostrou que o lote do cultivo utilizado nos testes
crénicos estava de acordo com a ISO 6341 (1996), pois o resultado do
teste foi de 0,93 mg.L™, que encontra-se dentro da faixa recomenda (de
0,6 21,7 mg.L™" K,Cr,07).

A longevidade avaliada para 21 dias de exposicdo dos
organismos-teste apresentou efeitos crénicos para as FSA do diesel e do
B5 na diluicdo de 25% (FD 4). Vale ressaltar que foram observadas duas
mortes na diluicdo 12,5% para a FSA do dleo diesel, mas, de acordo
com as analises estatisticas realizadas, ndo houve diferenca significativa
entre esta concentracdo e o controle. Assim as amostras de diesel e B5
apresentaram uma CEO de 25% e uma CENO de 12,5% para o
parametro longevidade. Para a FSA do biodiesel ndo foi observado
nenhum efeito crénico para este parametro, portanto ndo foi possivel
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determinar a CEO para este combustivel. J& a CENO pode-se afirmar
que é de 25 % ou um valor acima desta concentragdo, ou seja, CENO >
25%. A Figura 5.4 mostra os resultados dos efeitos crbnicos para as
diferentes amostras testadas considerando o parametro longevidade.

Longevidade

" 12 * %

8

< 10 -

N

L8

» I FSA Diesel
g 6

5 . FSA B5
2 4

> . FSA B100
2 2 -

.g emf== Controle
(7] 0 -

1,56 3,12 6,25 12,5 25

Concentragoes (%)

Figura 5.4 — Resultado dos efeitos crénicos para o parametro longevidade,
para as diferentes FSA estudadas

Legenda: * média para esta concentragdo é significativamente menor que a
média do controle considerando um alpha = 0.05 em um teste de Dunett.

O parametro reproducdo obteve valores médios bem distintos
para as diferentes diluicBes, apresentando um comportamento
inconstante, principalmente para as amostras das FSA do biodiesel e do
B5. Foram observados efeitos cronicos somente nas FSA do diesel e do
B5 na concentragdo 25%, sendo que para a FSA do diesel, nesta
diluigdo, ndo houve nenhum neonato nascido ao longo dos 21 dias de
exposicdo. Para a FSA do B5 houve o nascimento de 11 neonatos
somente em uma réplica no Ultimo dia de exposi¢do. Portanto, foram
definidas a CEO para as FSA do diesel e do B5 como a concentracdo de
25% e a CENO de 12,5%. Assim como para o0 parametro longevidade,
ndo foi possivel determinar a CEO para a FSA do biodiesel e a CENO é
de 25 % ou uma concentracdo superior a esta. Os resultados dos efeitos
crénicos para o parametro reproducdo encontram-se na Figura 5.5.
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Figura 5.5 - Resultado dos efeitos cronicos para o parametro reprodugao,
para as diferentes FSA estudadas.

Legenda: * média para esta concentracdo é significativamente menor que a
média do controle considerando um alpha = 0.05 em um teste de Dunett com
ajuste de Bonferroni.

O parametro crescimento, para a FSA do biodiesel, apresentou
0 mesmo resultado que os parametros anteriores. O comprimento médio
dos organismos expostos 21 dias as amostras da FSA do diesel e do B5
obtiveram diferencas significativas com relagdo ao controle nas
diluigbes 12,5% e 25% para o diesel e na diluicdo 25% para o B5.
Portanto, a concentracdo referente a CEO para a FSA do diesel foi de
12,5% e a CENO de 6,25%, concentracdo imediatamente inferior. A
CEO observada para a FSA do B5 foi de 25% e a CENO de 12,5%. Os
organismos expostos a diluicdo 25% da FSA do diesel e do B5
apresentaram caracteristicas de filhotes durante os 21 dias de duragéo do
teste, como pode ser observado na Figura 5.7. Os resultados dos efeitos
crénicos para o0 parametro crescimento podem ser observados na Figura
5.6.
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Figura 5.6 - Resultado dos efeitos cronicos para o parametro crescimento,
para as diferentes FSA estudadas.

Legenda: * média para esta concentragdo é significativamente menor que a
média do controle considerando um alpha = 0.05 em um teste de Dunett com
ajuste de Bonferroni.

A Figura 5.7 ilustra a diferenca de tamanho de uma Daphnia
exposta ao M4 (controle negativo) em relagdo a um organismo exposto a
diluigdo 25% da FSA do diesel.

Figura 5.7 — Diferenca de tamanho de um organismo exposto ao controle
(Figura A) e a diluigdo 25% da FSA de diesel (Figura B).
Fonte: a autora
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Em resumo, dentre os trés combustiveis avaliados, a FSA do
biodiesel foi a menos tdxica, ndo apresentando efeitos crénicos para
nenhum dos parametros avaliados nas diluicBes testadas. A FSA do
diesel e do B5 apresentaram efeitos cronicos semelhantes para os
pardmetros longevidade e reproducdo. Para o pardmetro crescimento a
FSA do diesel foi a mais toxica. Portanto, com relagdo & toxicidade
cronica dos combustiveis avaliados, os resultados mostraram que a FSA
do diesel e do B5 sdo tdxicas, enquanto a FSA do biodiesel é ndo toxica
para as diluicBes testadas. A toxicidade cronica apresentada pelas FSA
do diesel e do B5 sdo semelhantes, assim como nos testes de toxicidade
aguda. A Tabela C1.1 do Apéndice C apresenta um resumo dos
resultados encontrados para este ensaio.

5.2.3 Teste de mutagenicidade

5.2.3.1 Teste do micronucleo

Dentre os testes de genotoxicidade desenvolvidos, a ocorréncia
de microndcleos serve como o primeiro passo no estudo de qualquer
substancia mutagénica (PRETTI et. al., 2007). Neste estudo foi feita
uma avaliacdo inicial sobre o potencial mutagénico dos combustiveis
estudados, portanto optou-se pela realizacdo do teste do micronucleo.
Foi avaliada a concentracdo de 40% da FSA dos combustiveis,
conforme explicado no item 4.8.2 deste trabalho. A FSA do biodiesel
apresentou uma média de 3 eritrocitos micronucleados, resultado
idéntico ao controle negativo, mostrando assim que este combustivel
ndo apresenta potencial mutagénico para a concentracdo avaliada. Ja as
amostras da FSA do diesel e do B5 obtiveram uma média de eritrocitos
micronucleados superior ao controle negativo, mostrando que as
amostras possuem potencial mutagénico. A FSA do B5 apresentou o
dobro de micronicleos encontrado no controle negativo, enquanto a
FSA do diesel apresentou um nimero de micronicleos quase 3 vezes
superior a0 controle negativo, porém, estes valores sdo
consideravelmente inferiores ao controle positivo. Deste modo, conclui-
se que a FSA do diesel e do B5 apresentam potencial mutagénico para
as células sangliineas dos organismos estudados. A Figura 5.8 apresenta
a média de eritrocitos micronucleados encontrada nas amostras
estudadas.
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Figura 5.8 - Comparativo da média de eritrécitos micronucleados
encontrados nas FSA dos diferentes combustiveis estudados e nos
controles.

Vanzella et. al. (2007) avaliaram os efeitos mutagénicos da
fracdo sollvel do 6leo diesel através de teste do micronicleo utilizando
como organismo-teste o peixe Prochilodus lineatus. Os autores
observaram que a formacdo de micronicleos iniciava-se em 6 horas de
exposicdo, obtinha um pico em 24 horas e, ap6s 15 dias houve a
regeneracdo dos micronulcleos formados. Em 24 horas, pico de
formagdo dos micronlcleos, foram observados um maior nimero de
micronicleos na amostra de diesel do que no controle positivo
(ciclofosfamida). A diferenca de micronicleos encontradas neste estudo
e no presente trabalho se deve, provavelmente, ao diferente método de
obtencdo da FSA do combustivel. Vanzella et. al. (2007) obtiveram a
FSA através da exposicdo do diesel mais agua a intensa luz solar
durante 6 horas, método bem diferente do usado nesta pesquisa.

5.2.4 Resumo dos resultados toxicoldgicos

A Tabela 5.3 apresenta um resumo geral dos resultados
dos testes toxicoldgicos para as amostras avaliadas.
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Tabela 5.3 Resumo dos resultados dos testes toxicoldgicos para as amostras avaliadas

Tox. aguda D. magna

CE50 = 94,43%

Pouco toxica

Tox. aguda V. fischeri CE50 = 29% Toxica
FSA BIODIESEL Tox. crénica CEO =ND Nao efeitos cronicos

CENO > 25%

Teste do microntcleo 3 MN Nao PM

Tox. aguda D. magna CE50 = 39,56% Toxica

Tox. aguda V. fischeri CE50 =7,32% Muito toxica

FSA DIESEL ) ]

Tox. crénica CEO =25%¢ 12,5% Toxico para todos
CENO =12,5¢ 6,25% paréametros avaliados

Teste do microndcleo 8 MN Sim PM

Tox. aguda D. magna CE50 =43,42% Toxica

Tox. aguda V. fischeri CE50 =7,4% Muito Téxica

SRS Tox. crénica CEO =25% Toxico para todos

CENO =12,5% parametros avaliados

Teste do microntcleo 6 MN Sim PM







6. CONCLUSOES

Este trabalho avaliou os efeitos toxicologicos da fracdo soltvel
em &gua do diesel, biodiesel e B5. Foram realizados testes de toxicidade
aguda com os organismos-testes D. magna e V. Fischeri, teste de
toxicidade crénica com o microcrustaceo aquatico D. magna e teste do
microntcleo em eritrdcitos do peixe O. niloticus (Tilapia). Para a analise
da composicdo das fragfes sollveis em &gua e quantificacdo das
concentragGes presentes na fase aquosa, foram realizadas analises
cromatogréaficas de HPA, BTEX e teor de ésteres. Os resultados obtidos
neste estudo permitem concluir que:

e Dentre os combustiveis avaliados a FSA do biodiesel
foi a menos toxica para todos os testes realizados. De um
modo geral, as FSA do diesel e do B5 apresentaram efeitos
toxicolégicos muito semelhantes;

e A investigacdo das composi¢cBes das FSA dos
combustiveis estudados demonstrou que as FSA do diesel
e do B5 apresentaram consideraveis concentragdes de
BTEX e baixas concentracbes de HPA de baixo peso
molecular. J& a FSA do biodiesel ndo apresentou ésteres
sollveis;

e Aavaliagdo dos testes de toxicidade aguda mostrou que
a FSA do biodiesel é menos téxica que as FSA do diesel e
do B5 para ambos os organismos-testes utilizados. Os
resultados dos testes utilizando o microcrustaceo D. magna
expuseram que a FSA do biodiesel é pouco téxica
enquanto as FSA do diesel e do B5 séo tdxicas. Os testes
de toxicidade com a bactéria marinha V. fischeri
demonstraram que as FSA de todos combustiveis avaliados
s80 muito tdxicas para este organismo;

e A avaliacdo da toxicidade crénica utilizando o
microcrustaceo aquatico D. magna mostrou que a FSA do
biodiesel é menos téxica que as FSA dos demais
combustiveis, pois ndo apresentou efeitos cronicos para
nenhum dos pardmetros avaliados nas dilui¢Bes testadas.
As FSA do diesel e do B5 apresentaram efeitos crénicos
semelhantes para os pardmetros longevidade e reproducao.



80

Para o parametro crescimento a FSA do diesel foi a mais
toxica;

e A avaliacdo do potencial mutagénico através do teste
do micronicleo expbs que a FSA do biodiesel nado
apresenta potencial mutagénico para células sanguineas do
peixe O. niloticus, enquanto as FSA do diesel e do B5
apresentam potencial mutagénico.

A partir dos resultados encontrados foi possivel ainda
observar que a FSA da mistura bindria diesel/biodiesel de 5% (B5)
exigida pela legislacdo brasileira apresenta efeitos toxicoldgicos
aquaticos semelhantes & FSA do diesel.



7. RECOMENDACOES

Com base nos estudos existentes na bibliografia e nos
resultados obtidos nesta pesquisa, para trabalhos futuros recomenda-se:

e Investigar a FSA dos ésteres metilicos de &cidos
carboxilicos, realizando analises quimicas de 4acidos
carboxilicos e metanol nas amostras de FSA do biodiesel e
do B5;
e Realizar testes de toxicidade cronica com o
microcrustaceo aquatico Daphnia magna para a FSA do
biodiesel utilizando dilui¢cbes superiores a 25%, com o
objetivo de determinar a CEO para esta amostra;
e Realizar testes de toxicidade cronica com o
microcrustaceo aquatico Daphnia magna com as FSA dos
combustiveis obtidas através da mistura de uma parte da
amostra em nove partes de agua de diluicdo do teste
objetivando comparar o0s resultados com o0s dados
encontrados neste estudo;
e Realizar um estudo detalhado da genotoxicidade dos
combustiveis, utilizando o teste do micronucleo variando a
concentracdo e o tempo de exposi¢cdo dos organismos,
podendo assim observar a concentragdo inicial que causa
impactos mutagénicos, assim como possiveis efeitos de
regeneracdo das células sanguineas; e utilizando outros
testes de genotoxicidade citando: fragmentacdo do DNA,
metilacdo do DNA e lipoperoxidacao.
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TABELAS COM LIMITES MAXIMOS DE BTEXs E HPAs
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BASEADAS NA RESOLUCAO CONAMA 357  (2005),
RESOLUCAO CONAMA 396 (2008) E RESOLUCAO CONAMA
430 (2011). TABELA COM LIMITES MAXIMOS DE
TOXICIDADE AGUDA DE EFLUENTES DE DIFERENTES
CATEGORIAS CONFORME PORTARIA FATMA 017 (2002).
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Tabela Al.l — Padrdes de qualidade da &gua para aguas superficiais
conforme a Resolugdo CONAMA 357 (2005)

AGUAS DOCES - CLASSE 1

PARAMETRO VALOR MAXIMO
Benzeno 0,005 mg.L™
Etilbenzeno 90 pg.L™
Tolueno 2 pg.Lt
Xileno 300 pg.L™
Benzo(a)antraceno 0,05 pg.L™
Benzo(a)pireno 0,05 pg.L™
Benzo(b)fluoranteno 0,05 pg.L™
Benzo(K)fluoranteno 0,05 ug.L™

AGUAS DOCES — CLASSE 1 Padrdes para corpos de agua onde
haja pesca ou cultivo de organismos para fins de consumo intenso

PARAMETRO VALOR MAXIMO
Benzo(a)antraceno 0,018 ug.L™
Benzo(a)pireno 0,018 pg.L™
Benzo(b)fluoranteno 0,018 pg.L™
Benzo(k)fluoranteno 0,018 pg.L™
AGUAS DOCES — CLASSE 3
PARAMETRO VALOR MAXIMO
Benzeno 0,005 mg.L™
Benzo(a)pireno 0,7 pg.L*
AGUAS SALINAS — CLASSE 1
PARAMETRO VALOR MAXIMO
Benzeno 700 pg.L*
Etilbenzeno 25 pug.L™
Tolueno 215 ug.L™

AGUAS SALINAS — CLASSE 1 Padres para corpos de a4gua onde
haja pesca ou cultivo de organismos para fins de consumo intenso

PARAMETRO VALOR MAXIMO
Benzeno 51 pg.L™
Benzo(a)antraceno 0,018 ug.L™
Benzo(a)pireno 0,018 pg.L™
Benzo(b)fluoranteno 0,018 ug.L™
Benzo(k)fluoranteno 0,018 ug.L™

AGUAS SALOBRAS — CLASSE 1

PARAMETRO VALOR MAXIMO
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Benzeno 700 pg.L™
Etilbenzeno 25 pg.L™
Tolueno 215 ug.L™*

AGUAS SALOBRAS — CLASSE 1 Padrdes para corpos de agua
onde haja pesca ou cultivo de organismos para fins de consumo

intenso
PARAMETRO VALOR MAXIMO
Benzeno 51 pg.L™
Benzo(a)antraceno 0,018 pg.L™
Benzo(a)pireno 0,018 pg.L™
Benzo(b)fluoranteno 0,018 pg.L™
Benzo(k)fluoranteno 0,018 pg.L™

FONTE: Brasil, Resolugio CONAMA 357 (BRASIL, 2005°) com adaptacdes

Tabela Al.2 — Padrdes de qualidade da &gua para &guas Subterraneas
conforme a Resolugdo  CONAMA 396 (2008).

Parametro Usos preponderantes das aguas
ng.L™
Consumo Dessedentacdo  Recreacgdo
humano de animais
Benzeno 5 10
Etilbenzeno 200
Tolueno 170 24
Xileno Total (o+m+p) 300
Benzo antraceno 0,05
Benzo fuoranteno 0,05
Benzo(k)fluoranteno 0,05
Benzopireno 0,05 0,01

FONTE: Brasil, Resolugdo CONAMA 396 (BRASIL, 2008) com adaptacoes.
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Tabela Al.3 — Critérios de langamento de efluentes conforme a Resolugéo
CONAMA 430 (2011)

PARAMETRO VALOR MAXIMO PERMITIDO
Benzeno 1,20 mg.L™*
Etilbenzeno 0,84 mg.L™
Tolueno 1,20 mg.L™*
Xileno 1,6 0mg.L™

FONTE: Brasil, Resolugio CONAMA 430 (BRASIL, 2011°) com adaptacdes.
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Tabela Al.4 — Limites méximos de tox. aguda de efluentes conforme Portaria FATMA 017 (2002).

Origem dos Efluentes Limites Maximos Limites Maximos
Origem dos efluentes Subcategoria da Toxicidade Aguda para Toxicidade Aguda para
Categoria da atividade atividade Daphnia magna (FDd) Vibrio fisheri (FDbl)
Metal mecénica Siderurgia 4 6
Metalurgia 4 6
Galvanoplastia 16 8
Alimenticia 2 4
Esgotos domésticos ou
Hospitalares 1 4
Residuos urbanos Efluentes de

Aterros Sanitarios 8 16

Papel e Celulose 2 4
Couros, peles e produtos similares 4 6
Quimica 2 4
Téxtil 2 2
2 4

Farmacéutica

FONTE: Brasil, SC, Portaria FATMA 017 (BRASIL, 2002).
LEGENDA:

FDd — Fator de Dilui¢do para Daphnia magna

FDbl — Fator de Diluicdo para Vibrio fisheri

FD =1 — amostra bruta ndo toxica
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FICHA PARA REGISTRO DE INFORMAGOES NOS
TESTES DE TOXICIDADE CRONICA COM Daphnia magna



106

Tabela B1.1 - Exemplo da tabela de anotagdes utilizada para o teste crénico
com Daphnia magna

Amostra: | Fator Diluicio: |
OD: [ pH: [
Aspecto Geral:
Data da Coleta:
Data de Inicio de Responsavel:
Teste:
Lote utilizado: Sensibilidade:
__E E = | 2 '::.\
s 2= 8| =5 | ad = - -
=] E = = £ P = T Numero de Nascimentos
£0E S| 88| £= £
o o L - =
B & -«
Réplicas
1 [2 132 |4 |5 (|6 |7 (8 |92 [10
0
1
3
1
6
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
Total de filhotes
or réplica

Total de adultas
sobreviventes apés
21 dias

Numero de posturas apos 21 dias
Réplica
1 (2345|678 o]0
[ [ | I
Comprimento (mmn) apos 21 dias
Réplica
Crescimento 1 213 4|56 7|8 9% 10




APENDICE C

RESUMO DOS RESULTADOS OBTIDOS NOS TESTES DE
TOXICIDADE CRONICA
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Tabela C1.1 — Resumo dos resultados dos testes de toxicidade cronica
utilizando o microcrustaceo aquéatico daphnia magna para as diferentes
FSA dos combustiveis estudados.

controle 1320+1,48 1320+1,48  13,20+1,48
1,56 1511+1,76 1255+3,84  13,00+2,38
e 3,12 1530+2,98 13,11+4,78  14,57+2,94
6,25 12,25+0,89 14,90+3,40  14,37+3,11
12,5 1150+2,88 1225+2,05 12,66+ 2,87
25 0* 1,83+4,49* 1570+ 2,67
controle 460+052 4,60+0,52 4,60 +0,52
1,56 4,44+053  456+0,53 4,57 +0,53
3,12 430+048  4,62+0,52 4,25+ 0,46
Crescimento 6,25 437+052  4,60+0,52 4,12 +0,35
12,5 400+0*  4,20+0,42 4,50 + 0,55
25 2,80 +0,45* 3,00+0,71* 4,60 +0,52
controle 10+0 10+0 10+ 0
1,56 10+0 10+0 10+0
3,12 10+0 10+0 10+0
Longevidade 6,25 10£0 10+0 10+0
12,5 8,0+ 0,42 10+0 10+0
25 50+0,53*  6,0+0,52" 10+0

LEGENDA: C = Concentragdo

*) média para esta concentragdo é significativamente menor que a média do
controle considerando um alpha = 0.05 em um teste de Dunett.com ajuste de
Bonferroni.

#) média para esta concentracdo é significativamente menor que a média do
controle considerando um alpha = 0.05 em um teste de Dunett.
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Tabela A2. 1 - Resultados da quantificacdo de HPA e BTEX das diferentes

amostras de FSA do diesel.

Hidrocarboneto Diesel Diesel Diesel Diesel
Agudo D.  Crdnico Agudo MN
magna V. fischeri
Benzeno 786,3 821,5 590,0 756,5
Tolueno 2539,0 2798,2 2096,2 2152,4
Etilbenzeno 2441 312,0 2184 234,0
m,p-Xilenos 2059,9 2481,8 1873,1 1982,4
o0-Xileno 822,3 931,2 741,4 788,5
C Total BTEX (ug.L™) 6451,6 73447 5519,1 5913,8
Naftaleno 164,4 274,5 207,4 319,9
Acenaftileno <1,50 < 1,50 < 1,50 < 1,50
Acenafteno <1,50 <150 3,06 <150
Fluoreno 2,46 4,37 4,92 4,87
Fenantreno 2,31 4,92 5,09 5,78
Antraceno 2,39 5,37 5,61 6,41
Fluoranteno <1,50 <150 <1,50 <150
Pireno <1,50 < 1,50 <1,50 < 1,50
Benzo(a)antraceno <1,50 <150 <150 < 1,50
Criseno <1,50 < 1,50 <1,50 < 1,50
Benzo(b)fluoranteno <150 <150 <150 < 1,50
Benzo(k)fluoranteno <1,50 <1,50 <1,50 <150
Benzo(a)pireno <1,50 <150 <1,50 <1,50
Indeno(1,2,3-cd)pireno <1,50 <1,50 <1,50 <1,50
Dibenzo(a,h)antraceno <150 <150 <150 <1,50
Benzo(g,h,i)perileno < 1,50 <1,50 <1,50 <150
C Total HPA (ug.L™) 171,6 289,2 226,1 337,0
C Total Final (pg.L™) 6.623,2 7.633,9 57452  6.250,8
C Total Final (ppm) 6,62 7,63 5,75 6,25

LEGENDA : C= Concentragdo; MN = Microntcleo.
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Tabela A2. 2 - Resultados da quantificacdo de HPA e BTEX das diferentes

amostras de FSA do B5

. B5 Agudo B5 B5 Agudo B5
Hidrocarboneto D.magna Cronico V. fischeri MN
Benzeno 725,6 807,3 516,2 625,3
Tolueno 2343,1 2510,2 1885,2 2277,1
Etilbenzeno 225,1 250,1 199,6 229,7
m,p-Xilenos 1980,6 2062,1 1704,7 2094,2
o0-Xileno 785,8 824,9 667,7 837,5
C Total BTEX (ug.L™) 6060,2 6454,6 49734 6063,8
Naftaleno 296,6 235,8 218,7 49,3
Acenaftileno <1,50 < 1,50 < 1,50 < 1,50
Acenafteno <1,50 <150 <150 <150
Fluoreno 3,25 5,90 3,76 <150
Fenantreno 4,50 7,81 5,36 1,90
Antraceno 2,39 8,68 5,70 1,98
Fluoranteno <1,50 <150 <1,50 <1,50
Pireno <1,50 < 1,50 <1,50 < 1,50
Benzo(a)antraceno <1,50 <150 < 1,50 <1,50
Criseno <1,50 < 1,50 <1,50 < 1,50
Benzo(b)fluoranteno <150 <150 < 1,50 <1,50
Benzo(k)fluoranteno <1,50 <1,50 <1,50 <1,50
Benzo(a)pireno <150 <150 <1,50 <1,50
Indeno(1,2,3-cd)pireno <1,50 <1,50 <1,50 <1,50
Dibenzo(a,h)antraceno <1,50 <150 <1,50 <1,50
Benzo(g,h,i)perileno <1,50 <1,50 <1,50 <150
C Total HPA (ug.L™) 306,7 258,2 233,5 53,2
C Total Final (ug.L™) 6.366,9 6.712,8 52069 6117,0
C Total Final (ppm) 6,37 6,71 5,21 6,12

LEGENDA : C= Concentragdo; MN = Microncleo.
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Tabela A2. 3 - Resultados da quantificacdo do teor de ésteres para todas as
amostras de FSA do B5 e do biodiesel.

Composto C (ppm)
Metil Erucato < 0,0008
Metil Araquidato < 0,00001
Metil Docos anoato < 0,00005
Metil Eicosenoato < 0,0006
Metil Linoleato < 0,00004
Metil Linolenato < 0,002
Metil Miristato < 0,00002
Metil Oleato < 0,0002
Metil Palmitato < 0,00001
Metil Estearato < 0,00005
Metil Tetracosanoato < 0,0005

LEGENDA: C=Concentracdo





