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RESUMO

O efluente de maior volume obtido na exploragéo e producéo de éleo e gés é a agua produzida. Para determinar
como a dgua produzida se comporta no oceano, é necessario saber o destino dos componentes quando estdo no
ambiente e seus efeitos bioldgicos, incluindo toxicidade aguda e crbnica, nas concentraces e tempo de
exposicao no ambiente. Este trabalho avaliou a toxicidade crénica de curta duragdo com embrides de ourigo-do-
mar (Echinometra lucunter) com aditivos quimicos presentes em agua produzida de petréleo: anti-incrustante,
antiespumante, tensoativo, biocida, agente redutor e desemulsificante. Ensaios de toxicidade cronica sdo uma
exigéncia da legislacdo ambiental (CONAMA 393) para descarte de 4gua produzida em ambientes marinhos e
foram realizados conforme os procedimentos descritos em ABNT NBR 15350/2020. Os resultados obtidos
indicaram que a maioria dos aditivos quimicos nas concentracdes avaliadas representam elevado risco aos
organismos aquaticos, sendo que o biocida e desemulsificante apresentaram maior toxicidade cronica, mesmo
em baixas concentragdes. O agente redutor ndo apresentou toxicidade na concentracdo avaliada. O presente
trabalho evidencia a importancia de avaliar efeitos nocivos dos aditivos quimicos comumente empregados na
plataforma de petréleo e da necessidade de processos de tratamento que sejam capazes de reduzir/remover esses
compostos toxicos antes que causem danos a biota aquatica.

PALAVRAS-CHAVE: Toxicidade cronica, agua produzida, petréleo.

INTRODUCAO

A alta demanda por petréleo e vasta exploragdo de pogos provocam danos irreparaveis ao meio ambiente e
comprometem sua qualidade (Assuncéo et al., 2018). As atividades de exploracdo e produgdo de 6leo e gas,
além de contribuirem para alteracdes climaticas com a emisséo de CO, na atmosfera, geram residuos e efluentes,
dentre os quais se destaca a 4gua produzida (Garbado, 2007; Assuncéo et al., 2018). Esta, por sua vez, é o maior
efluente gerado pela industria petrolifera e, por apresentar composi¢cdo complexa e componentes nocivos ao
ambiente, necessita de tratamento especifico para todos os fins a qual for direcionada (Garbado, 2007; Assuncédo
et al., 2018).

Seu uso, entretanto, exige o enquadramento em critérios de qualidade da &gua, que variam com a atividade,
como forma de evitar a poluigdo de dguas subterraneas e corpos d’agua (Gabardo, 2007). Em geral, os destinos
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mais comuns da agua produzida sdo a reinjecdo no reservatério em que foi produzida ou em outro do mesmo
campo; o descarte no mar, quando geradas em atividades offshore e o descarte nos corpos hidricos ou solos
préximos aos empreendimentos, quando geradas em atividades onshore (Gomes, 2014).

Devido aos indmeros contaminantes com concentracfes variaveis presentes na agua produzida, diferentes
tecnologias de tratamento foram propostas para o tratamento desse efluente (Gomes, 2014). O tratamento da
agua produzida facilita a gestdo da agua, incluindo a sua reutilizagdo para fins agricolas e industriais (Al-Ghouti
et al., 2019). Além disso, reduz as concentracGes de compostos quimicos possivelmente danosos ao ambiente
que se encontram nesse efluente, fazendo com que ele alcance os parametros necessarios para descarte ou
reinjecdo (Gomes, 2014). O conhecimento detalhado de sua composi¢do quimica é fundamental para
compreensdo dos efeitos de seu lancamento no ecossistema marinho, pois, dentre outros fatores, pode causar
possiveis efeitos biologicos, como toxicidade aguda e cronica (Gabardo, 2007).

Considerada uma mistura de produtos quimicos organicos e inorganicos dissolvidos e particulados, a agua
produzida é um efluente complexo, de composicdo semelhante a producéo de petréleo e gas (Al-Ghouti et al.,
2019). Devido a variacdo das caracteristicas da agua produzida que ocorre entre as regifes, é importante a
realizacdo de estudos sobre seu descarte e suas consequéncias ao ambiente (Al-Ghouti et al., 2019; Fakhru’l-
Razi et al., 2009).

Produtos quimicos de tratamento sdo adicionados ao campo de dleo ou gas para o gerenciamento dos problemas
operacionais, como auxiliar na recuperacdo e bombeamento de hidrocarbonetos, prevenir corrosdo no sistema,
facilitar o processo de separacdo de 6leo, gas e agua e prevenir formacao de hidrato de metano em sistemas de
producdo de gads (Gomes, 2014). Dentre os aditivos quimicos utilizados estdo biocidas, tensoativos, anti-
incrustrantes, desemulsificantes, antiespumantes, entre outros (Al-Ghouti et al., 2019; Neff et al., 2011; Fink,
2015; Amap, 2010).

A solubilidade dos aditivos quimicos e o ponto de injecdo influenciam na quantidade que pode ser descarregada
no ambiente marinho (Neff, 2002). Parte dos aditivos quimicos apresenta maior solubilidade em o6leo,
descartando a necessidade de mecanismos de eliminacéo. Outros, entretanto, sdo eliminados no mar junto com
a agua produzida, por serem sollveis em agua (Neff, 2002; Bakke et al., 2013). Apds o tratamento da agua
produzida, a concentracdo desses compostos geralmente é baixa. Problemas ambientais podem ocorrer com o
uso frequente ou em concentracGes maiores do que o necessario (Al-Ghouti et al., 2019; Neff et al., 2011; Neff,
2002).

Dentre os principais aditivos utilizados na plataforma de petréleo, encontram-se os biocidas que sdo usados para
esterilizar e eliminar microrganismos responsaveis por causarem, principalmente, incrustacdes em
equipamentos e tubulagdes, producdo biogénica de sulfeto e corrosdo (Reis, 1996; Kelland, 2014; Keasler et al.,
2017). Esses aditivos podem ser classificados como oxidantes e ndo oxidantes, dependendo do mecanismo de
acdo (Campbell, 2017). Os biocidas ndo oxidantes, em geral, sdo usados em dosagens altas, na faixa de 400 a
1000 mg/L (Kelland, 2014; Campbell, 2017). Nesse trabalho foi usado um biocida & base de 2,2-dibromo-3-
nitrilopropionamida (DBNPA) e derivados de glicol, pois 0 DBNPA é um biocida ndo oxidantes regularmente
usado nas industrias de petrdleo e gas (Kelland, 2014).

Ja o desemulsificante, desestabiliza a emulsdo dleo-em-agua a fim de possibilitar a retirada de 6leo para a
destinacdo final da 4gua produzida (Thomas, 2001; Fink, 2015; Ojinnaka et al., 2016). Os desemulsificantes
sollveis em agua sdo os mais utilizados e as concentragdes usuais desse aditivo quimico variam entre 5 a 5000
mg/L, com base na fase aquosa (Fink, 2015; Kelland, 2014). Os desemulsificantes podem ser ndo idnicos ou
ibnicos. Os mais usados sdo copolimeros em bloco 6xido de etileno/éxido de propileno (EO/PQ), polimeros de
vinil, entre outros (Kelland, 2014; Fink, 2015).

Os antiespumantes atuam reduzindo a tenséo superficial da espuma e enfraquecendo as bolhas e séo usados para
prevenir, retardar a formacdo ou eliminar a espuma ja formada, contribuindo para que ndo ocorra a reducdo da
capacidade dos equipamentos (Daltin, 2011; Kelland, 2014; Garrett, 1992; Fink, 2015). Esses aditivos sdo
materiais hidrofdébicos e a concentracdo normalmente utilizada varia de 1 a 10 mg/L, mas pode haver dosagens
de até 100 mg/L (Kelland, 2014; Garrett, 1992; Fink, 2015). As principais classes de antiespumantes usadas na
industria de petréleo e gas séo silicones e fluorossilicones e poliglicois (Garrett, 1992; Kelland, 2014).
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J& os anti-incrustantes sdo aditivos sollveis em agua, que previnem ou retardam o crescimento de cristais que,
ao se depositarem em uma superficie, acarretam problemas a industria como bloqueio de tubulagdes, danos a
equipamentos, entre outros (Kelland, 2014; Olajire, 2015). No geral, esses aditivos sdo injetados, continuamente
em baixas concentracdes, de 5 a 25 mg/L, e, 0os mais usados na industria de petroleo e gas séo o &cido fosfino
policarboxilico e dietileno triamina pentametileno fosfonato (Olajire, 2015; Dawson, 2010).

Em sistemas de tratamento de agua, a fim de impedir que as membranas de poliamida sejam danificadas pelo
cloro, sdo usados agentes redutores, que sdo capazes de neutralizar e inibir o efeito oxidante de espécies de cloro
(Singh, 2015; Ho e Sirkar, 1992; Baker, 2004; Chian et al., 2007; Basile e Nunes, 2011; Gu et al., 2012). Os
agentes redutores mais usados sao bissulfito de sédio e metabissulfito de sddio e, para ocorrer a remog¢édo de 1
mg/L de cloro livre, sdo necessarios 1,46 mg/L de bissulfito e um tempo minimo de contato de 5 segundos
(Chian et al., 2007; Basile e Nunes, 2011; Gu et al., 2012; Singh, 2015). Neste trabalho foi utilizado um agente
redutor a base de bissulfito.

Outro aditivo quimico comumente utilizado sdo os tensoativos que alteram significativamente as propriedades
da superficie, principalmente reduzindo a tensdo superficial ou interfacial (Sheng, 2013). Na industria de
petréleo e gas, esses aditivos sdo usados na recuperacdo melhorada de petrdleo (Myers, 2005). Conforme a
natureza do grupo polar, os tensoativos podendo ser classificados como anibnicos, catiénicos, ndo ibnicos e
anfoteros (Bain e Company, 2014) e. sdo empregados na faixa de 10 a 200 mg/L (Johnsen et al. 2004). Nesse
estudo, foi avaliado o brometo de n-dodeciltrimetilaménio.

Ainda que em baixas concentragdes, alguns aditivos podem apresentar elevada toxicidade (Duraisamy et al.,
2013). Devido a complexa composi¢do da agua produzida e as possiveis interagdes que ocorrem entre seus
componentes, a ecotoxicidade nesse efluente procedente de aditivos quimicos é desconhecida (Stremgren et al.,
1995). Os ensaios ecotoxicoldgicos sdo realizados com organismos-teste que, devido ao pequeno limite de
tolerancia ecoldgica a determinadas substancias quimicas, apresentam alteragdes fisioldgica, morfoldgica ou
comportamental quando expostos a determinados poluentes (Magalhées e Ferrdo Filho, 2008).

Os ensaios de toxicidade cronica permitem avaliar os possiveis efeitos adversos resultantes de uma exposicao
prolongada, abrangendo parte ou todo o ciclo de vida do organismo (Massaro, 2006). O fato de uma substéncia
quimica ndo apresentar efeitos toxicos em ensaios de toxicidade aguda ndo indica que ndo seja toxica a
organismos aquaticos (Costa et al., 2008). O mais indicado neste contexto, € a realizacdo de ensaios cronicos,
que em geral, sdo feitos com as fases mais sensiveis do ciclo de vida dos organismos-teste, como a embrionaria
e a larval (Cortez, 2011).

No Brasil, o descarte da dgua produzida na natureza deve estar em conformidade com as diretrizes ambientais
do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) dispostas nas Resolucdes CONAMA n° 393/2007 e
CONAMA n°430/2011. A Resolugdo CONAMA 393/2007 é especifica para o gerenciamento de agua produzida
e considera que cerca de 80% do petrdleo nacional é produzido através de plataformas maritimas localizadas ao
longo da costa brasileira, e, portanto, compreende a regulamentacéo de padrdes e praticas relacionados a 4gua
produzida e seu lancamento, direta ou indiretamente, no ambiente marinho. Um dos pardmetros exigidos no
CONAMA 393/2007 é o ensaio de toxicidade cronica na agua produzida antes de seu descarte. O IBAMA por
sua vez determinou que o organismo-teste a ser utilizado para tal fim seja o ouri¢co-do-mar.

A Norma ABNT 15350/2020 especifica um método de ensaio para avaliagdo da toxicidade crénica de curta
duracdo sobre o desenvolvimento embriolarval de trés espécies de ourigos-do-mar (Lytechinus variegatus,
Arbacia lixula e Echinometra lucunter). Devido a inclusdo do ourigo-do-mar Lytechinus variegatus na lista de
espécies vulneraveis na Portaria Ministério do Meio Ambiente (MMA) 445/2014 (BRASIL, 2014), recomenda-
se que Echinometra lucunter seja utilizada, uma vez que também esta indicada para os ensaios ecotoxicologicos
na norma ABNT 15350/2012.

Os ouricos-do-mar sdo invertebrados da Classe Echinoidea, pertencentes ao Filo Echinodermata.
Exclusivamente marinhos, podem ser encontrados em todas as profundidades do planeta. Os adultos sdo
predominantemente bentbnicos, e as larvas sdo componentes extremamente importantes para a ecologia das
comunidades pelagicas (Ventura, 2016; Brusca et al., 2018).

A espécie Echinometra lucunter (Linnaeus, 1758) pertence a familia Echinometridae, sdo negros e tém espinhos
grossos e resistentes (ABNT, 2020). Sua capacidade de escavar substratos firmes, com o auxilio da lanterna de
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Aristdteles, lhes permite modificar a estrutura da comunidade que ali vive, tendo, portanto, uma expressiva
importancia ecoldgica (Sciani, 2012; Schoppe e Werding, 1996). A distribuicdo dessa espécie se estende da
Carolina do Norte, nos Estados Unidos, até a regido sul do Brasil, assim como na costa oeste da Africa (Sciani,
2012; ABNT, 2020).

OBJETIVOS

Avaliar a toxicidade cronica dos principais aditivos quimicos presentes na dgua produzida de petroleo através
da determinacdo do desenvolvimento embriolarval de ouri¢co-do-mar (Echinometra lucunter), a partir da
exposicao a diferentes concentragoes.

METODOLOGIA

A seguir, sera descrito, de forma resumida, o que estd preconizado na Norma ABNT 15350:2020, onde foram
avaliados os percentuais de larvas com desenvolvimento normal e larvas afetadas (consideradas ndo formadas
e/ou mal-formadas).

Coleta dos organismos e obtencdo dos gametas

Os ouricos-do-mar (Echinometra lucunter) foram coletados na Praia Vermelha, situada no bairro da Urca (Rio
de Janeiro — RJ) e levados ao laboratério, onde foram mantidos em um balde contendo 4gua marinha. preparada
com o sal sintético Maxxy Reef Plus. A &gua marinha sintética também foi utilizada em todos os demais
processos de ensaio. A licenca ICM-BIO para autorizagéo para atividades com finalidade cientifica é no. 66841-
2.

Os espécimes foram lavados com agua marinha, a fim de remover possiveis dejetos aderidos ao corpo do animal.
Para estimular a liberacdo dos gametas, foram injetados 4mL de KCI, solu¢do 0,5 mol/L, na regido perioral do
animal (ImL em cada um dos quatro pontos diametralmente opostos). Logo ap6s, 0s ourigos-do-mar foram
homogeneizados, para que o KCI se espalhe na cavidade celémica, e os gametas liberados pelos gondporos,
localizados na regido aboral do ourico-do-mar. A sexagem dos gametas ¢ feita pela coloragéo, visto que nao ha
dimorfismo sexual externo. Enquanto os 6vulos da espécie Echinometra lucunter sdo alaranjados, o esperma é
branco.

Para a obtencdo dos 6vulos, apds o inicio da liberagdo, as fémeas foram dispostas em um béquer com a superficie
aboral voltada para baixo, de forma que os évulos expelidos ficassem em contato com a agua do mar. Os évulos
de cada fémea foram analisados separadamente em microscopio Optico, sendo considerados viaveis 0os com
formato esférico, liso e homogéneo. Os 6vulos viaveis foram lavados com dgua do mar sintética e passados trés
vezes em malha de 350um para remocgdo de possiveis dejetos, o sobrenadante foi descartado. A solucdo de
6vulos foi avolumada para 100mL.

Em relacdo ao esperma, foi coletado 0,5mL diretamente dos gondporos, com o auxilio de uma pipeta Pasteur e
alocado em um béquer acondicionado em um isopor com gelo. Ap6s o término da lavagem dos 6vulos, foi feita
a solucdo espermatica, a fim de ativar os espermatozoides, nas proporcdes de 0,5mL de esperma para 24,5mL
de agua do mar.

Fecundacéo dos gametas

A fecundacéo foi realizada imediatamente apds o preparo da solugdo espermatica, acrescentando 1mL da solucéo
espermatica ao béquer contendo a solugdo de 6vulos. Em seguida, foi homogeneizada levemente a mistura e,
ap6s cinco minutos, observado ao microscépio dptico a presenca da membrana de fecundagdo que confirma a
ocorréncia da fecundacéo.

Apos 2 horas da fecundagdo, para que estejam em divisdo celular, os ovos foram adicionados as solugdes-teste.
Os experimentos foram conduzidos em tubos de ensaio contendo 10mL de solugéo-teste, sendo utilizadas quatro
réplicas para cada concentragdo analisada. Em cada tubo de ensaio foram introduzidos cerca de 300 ovos e, apos,
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foram mantidos em incubadora a 27°C, com fotoperiodo de 16h de luz e 8h no escuro por um periodo de 36 a
42 horas.

Com o intuito de validar os resultados obtidos nos experimentos, foram realizados ensaios com a substancia de
referéncia DSS (dodecil sulfato de s6dio) em cinco concentragdes (0,25mg/L; 0,5mg/L; 1,0mg/L; 2,0mg/L e
4,0mg/L), cada uma com quatro réplicas. Além disso, foram preparadas dez réplicas para o controle (somente
com agua do mar).

Aditivos quimicos avaliados

Foram avaliados seis aditivos quimicos cujas concentra¢fes se basearam no trabalho de Johnsen et al. (2004),
Dawson (2010) e Kelland (2014) como sendo concentracdes tipicas de agua produzida. As solucdes-teste foram
preparadas com agua do mar sintética, como segue:

=  Anti-incrustante 0,039mg/L; 0,078mg/L; 0,156mg/L; 0,312mg/L; 0,625mg/L; 1,25mg/L; 2,5mg/L e
5,0mg/L);

= Antiespumante (0,156mg/L; 0,312mg/L; 0,625mg/L; 1,25mg/L; 2,5mg/L; 5,0mg/L; 10,0mg/L; 20,0mg/L e
40,0mg/L);

= Tensoativo (1,17mg/L; 2,34mg/L; 4,68mg/L; 9,375mg/L; 18,75mg/L; 37,5mg/L; 75,0mg/L; 150,0mg/L e
300,0mg/L);

= Biocida (0,78mg/L; 1,56mg/L; 3,125mg/L; 6,25mg/L; 12,5mg/L; 25,0mg/L; 50,0mg/L; 100,0mg/L e
200,0mg/L);

= Agente redutor (0,078mg/L; 0,156mg/L; 0,31mg/L; 0,625mg/L; 1,25mg/L; 2,5mg/L; 5,0mg/L; 10,0mg/L e
20,0mg/L);

= Desemulsificante (0,17mg/L; 0,35mg/L; 0,7mg/L; 1,4mg/L; 2,81mg/L; 5,62mg/L; 11,25mg/L; 22,5mg/L e
45,0mg/L).

Encerramento e validagc&do do ensaio

Em um tubo controle foram adicionadas 3 gotas de lugol e, ap6s decantar, foram contabilizadas as larvas normais
na cdmara de Sedgwick-Rafter. Para que o ensaio fosse validado, pelo menos 80% dos 100 primeiros pluteus
foram contabilizados em quatro réplicas do controle como sendo saudaveis. O periodo maximo para o
encerramento do ensaio foi de 42h contados a partir da adigdo de ovos nos tubos de ensaio, periodo apds o qual,
foram adicionadas 3 gotas de lugol em todas as réplicas dos ensaios.

No inicio e final dos ensaios de toxicidade foram realizadas anélises fisico-quimicas de temperatura, pH,
oxigénio dissolvido e salinidade da maior e da menor concentragdo avaliada.

Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada através do programa estatistico TOXTAT 3.5 aplicando-se ANOVA. Para tal,
os dados obtidos nos experimentos foram submetidos a avaliagdo de normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk,
enquanto o teste de Barlett foi utilizado para determinar a homogeneidade. Por fim, foi aplicado o teste de
Dunnett para identificacdo das concentracfes que apresentaram diferencas significativas em relacdo ao controle.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram realizados ensaios de toxicidade cronica com ourigos-do-mar entre 0s meses de janeiro e maio de 2022,
conduzidos com as amostras salinas sintéticas de aditivos quimicos presentes em agua produzida de petroleo.
Os ensaios foram finalizados apds 42 horas, com o controle atingindo uma quantidade superior a 80% de pluteus
bem formados, conforme descrito nas normas vigentes. A Tabela 1 apresenta os resultados da toxicidade crénica
com Echinometra lucunter realizado com os aditivos quimicos.
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Tabela 1: Resultado da avaliacdo da toxicidade crénica com os aditivos quimicos avaliados

ADITIVO QUIMICO Concentracdo da solucéo do CENO (mg/L) CEO (mg/L)
aditivo (mg/L)

Agente redutor 20 Néo téxico Né&o tdxico
Antiespumante 40 10 20
Anti-incrustante 5 2,5 5
Biocida 200 0,78 1,56
Desemulsificante 45 0,35 0,7
Tensoativo 300 75 150

Conforme pode ser visualizado na Tabela 1, dentre os aditivos quimicos avaliados, o biocida e o
desemulsificante foram os que exibiram maior toxicidade cronica ao E. lucunter, com CENO de 0,78mg/L e
0,35mg/L, respectivamente.

Bento (2019) avaliou a toxicidade aguda de aditivos quimicos utilizando a bactéria V. fischeri em meio aquético
salino os aditivos estudados, o biocida e o tensoativo foram os que apresentaram efeitos agudos mais téxicos.
Agente redutor, anti-incrustante e desemulsificante nao apresentaram efeito tdxico, apresentando inclusive efeito
hormético, que pode estar relacionado, de acordo com Bento (2019), com a presencga de Na* em sua composi¢éo,
ja que é um nutriente ndo tdxico para essa bactéria. No ensaio de toxicidade crénica com ourigo-do-mar, o anti-
incrustante apresentou ser toxico somente em sua maior concentracdo analisada (5mg/L). O desemulsificante,
por sua vez, foi um dos mais toxicos junto ao biocida, apresentando toxicidade desde as concentracdes mais
baixas. J& nos ensaios de toxicidade aguda com a V. fischeri, ambos os aditivos quimicos apresentaram efeito
hormético. Além disso, o antiespumante apresentou-se como nao-téxico, diferente do resultado obtido para o
ourigo-do-mar que apresentou toxicidade nas maiores concentragdes 20,0mg/L e 40mg/L avaliadas.

Essa diferenca na toxicidade avaliada pode ser explicada por ser organismos de niveis tréficos diferentes e pelo
ensaio com o ouri¢o-do-mar se tratar de ensaio crénico, portanto mais sensivel que o ensaio agudo com bactéria.

CONCLUSOES/RECOMENDACOES

Os aditivos quimicos adicionados em diversas etapas na producdo de Gleo e que estdo presentes na agua
produzida de petroleo, representam grande ameaga aos organismos aquaticos, especialmente os ouri¢os-do-mar,
estudados no presente trabalho. Dentre os seis aditivos quimicos avaliados, o biocida e o desemulsificante
apresentaram maior toxicidade mesmo em concentracfes bem abaixo das reportadas habitualmente em agua
produzida. O agente redutor ndo apresentou toxicidade na concentracdo avaliada.

O estudo revela a importancia do tratamento adequado da &gua produzida com foco também nos aditivos
quimicos e ndo somente nos poluentes comumente tratados e exigidos na legislacdo. Além de processos de
tratamento mais eficientes, recomenda-se a avaliacdo de aditivos quimicos mais amigaveis ambientalmente com
intuito de minimizar o impacto desse efluente em ambientes marinhos.
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