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RESUMO

As concessionarias de energia, constantemente, contaminam o meio ambiente com fluidos
dielétricos, devido a falhas e vazamentos de transformadores de poténcia. Desta forma,
estes fluidos devem ser estudados, pois podem pode implicar na vulnerabilidade da fauna e
da flora. Neste sentido, este trabalho teve como objetivo investigar os efeitos deletérios do
fluido dielétrico vegetal e mineral, através de ensaios de biodegradabilidade, toxicidade
aguda, ensaios dos atributos quimicos e degradacdo (6leos e graxas) do solo e das
avalicbes das caracteristicas fitotécnicas da soja. Nos ensaios da biodegradabilidade
imediata foram estudados os fluidos dielétricos vegetais de crambe, W3, W6 e W9 e um a
base de 6leo mineral (Lubrax). Para os ensaios de toxicidade aguda com Danio rerio e
Artemia salina e para os ensaios de toxicidade em solo utilizando a soja (Glycine max L.),
foram usados o fluido dielétrico W3 e o Lubrax. A analise da biodegradabilidade foi
avaliada pela acdo de microrganismos que transformaram a amostra em CO,, sendo
medido por titulometria. Para os estudos da toxicidade aguda foram realizados dois
experimentos distintos, onde os organismos foram expostos as diferentes concentracfes de
fluido dielétrico W3 e Lubrax e onde foram expostos a FSA dos fluidos. A FSA do W3 e
Lubrax utilizado no ensaio com o Danio rerio foram submetida a analise de cromatografia
gasosa. Os ensaios de toxicidade aguda com o Danio rerio e a Artemia salina foram
realizados com o intuito de se conhecer a faixa aproximada de toxicidade dos fluidos,
levando em consideracdo a menor diluicdo que causou letalidade em 50% dos organismos
(CLsp). As analises dos atributos quimicos do solo foram: pH, P, K, Ca, Mg, CTC e V. O
teor de 0Oleos e graxas dos fluidos dielétricos foi quantificado pelo método de extragdo em
aparelho tipo Soxhlet. Para as avaliacdes fitotécnicas da soja analisou-se a emergéncia,
altura de planta, diametro do caule, comprimento radicular, matéria seca radicular, nimero
de vagens e de grdos e a massa de mil grdos. Os fluidos dielétricos vegetais sdo
biodegradaveis num periodo de 14 dias, enquanto o 6leo mineral é dificil de ser
biodegradado. No estudo da toxicidade aguda o W3 apresentou uma CLsg menor do que o
Lubrax, causando maior mortalidade nos organismos. A CLsy para 0 Danio rerio foi de
2,46 gL (Lubrax) e de 0,318 gL™ (W3). Para a Artemia salina a CLs, foi de 4,63 gL
(Lubrax) e 0,641 gL™ (W3). Em relacdo aos ensaios com a FSA, o Lubrax causou maior
efeito tdxico aos organismos. O W3 ndo apresentou efeito toxico a 50% dos organismos.
Os valores da CLsg para o Lubrax foi de 4,89% para o Danio rerio e 7,67% Artemia salina.
A anélise cromatografica da FSA dos fluidos ndo foi conclusiva, apenas sugere que a
toxicidade pode estar relacionada com a solubilidade de todas as substéncias presentes no
Lubrax e ndo apenas com a solubilidade dos n-alcanos. Os atributos quimicos do solo nao
sofreram alteracdes significativas, apenas o carbono apresentou variacdo crescente em
relacdo as concentracdes dos fluidos. Houve reducdo do TOG durante os anos agricolas e
0s solos em presenca do W3 apresentaram maior degradacdo do que os em solos com
Lubrax. O aumento da concentracdo dos fluidos dielétricos ocasionou reducdo nas
caracteristicas fitotécnicas da soja. As plantas em solo contaminadas com W3
apresentaram melhor desenvolvimento em relacdo as plantas que estavam no solo
contaminado com Lubrax.

Palavras-chave: fluido dielétrico vegetal, fluido dielétrico mineral, biodegradabilidade
imediata, toxicidade aguda, atributos quimicos do solo, degradacdo, caracteristicas
fitotécnicas.
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SANDERSON, KARINA. Evaluation of the biodegradability and toxicity of
transformer dielectric fluids in soil and aquatic environment. Tese de Doutorado em
Engenharia Quimica. Universidade Estadual do Oeste do Parana. Toledo, PR, 2017.

ABSTRACT

Power distribution companies constantly contaminate the environment with dielectric
fluids due to power transformer failures and leaks. In this way, these fluids should be
studied, as they may entail the vulnerability of the fauna and flora. In this sense, the
objective of this work was to investigate the deleterious effects of vegetal and mineral
dielectric fluids, through biodegradability, acute toxicity, chemical attributes and soil
degradation (oils and greases) tests as well as soybean phytotechnical characteristics
evaluation. In the tests of the immediate biodegradability, vegetal dielectric fluids of
crambe, W3, W6 and W9 and one based on mineral oil (Lubrax) were studied. For the
acute toxicity tests with Danio rerio and Artemia salina and the soil toxicity tests using
soybean (Glycine max L.), the W3 and Lubrax dielectric fluid were used. The
biodegradability analysis was evaluated by the action of microorganisms that transformed
the sample into CO,, being measured by titulometry. For the acute toxicity studies, two
distinct experiments were performed, where the organisms were exposed to different
concentrations of the W3 and Lubrax dielectric fluids and to the FSA of the fluids. The
FSA of W3 and Lubrax used in the Danio rerio assay were subjected to gas
chromatography analysis. The acute toxicity tests with Danio rerio and Artemia salina
were carried out in order to know the approximate range of fluid toxicity, taking into
account the lower dilution that caused lethality in 50% of organisms (LCsp). The soil
chemical attributes analyzed were: pH, P, K, Ca, Mg, CTC and V. The content of oils and
greases of the dielectric fluids was quantified by the Soxhlet type extraction method. For
the phytothecnical evaluations, emergence, plant height, stem diameter, root length, root
dry matter, number of pods and grains, and the mass of one thousand grains were analyzed.
Vegetable dielectric fluids are biodegradable over a period of 14 days, while mineral oil is
difficult to biodegrade. In the acute toxicity study, W3 had a lower LCsy than Lubrax,
causing higher mortality in the organisms. The LCs, for the Danio rerio was 2.46 gL™
(Lubrax) and 0.318 gL™ (W3). For Artemia salina the LCsy was 4.63 gL™ (Lubrax) and
0.641 gL (W3). In relation to the FSA tests, the Lubrax one caused a greater toxic effect
on the organisms, while the W3 had no toxic effect on 50% of organisms. The LCs values
for Lubrax were 4.89% for the Danio rerio and 7.67% for Artemia salina.
Chromatographic analysis of FSA of the fluids was not conclusive, it only suggests that the
toxicity may be related to the solubility of all the substances present in Lubrax and not only
to the solubility of n-alkanes. The chemical attributes of the soil did not change
significantly, only the carbon presented increasing variation in relation to the
concentrations of the fluids. There was a reduction of the TOG during the agricultural
years and the soils in the presence of W3 presented greater degradation than those with
Lubrax. The increase in the concentration of the dielectric fluids caused a reduction in the
phytotechnical characteristics of the soybean. Plants from soil contaminated with W3
showed better development compared to plants that were in soil contaminated with Lubrax.

Key words: vegetable dielectric fluid, mineral dielectric fluid, immediate biodegradability,
acute toxicity, soil chemical attributes, degradation, phytotechnical characteristics.

XV



1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas a instavel oferta de produtos derivados de petroleo aliada a
crescente preocupacdo da sociedade com a preservacdo do meio ambiente despertou o
interesse de empresas de diferentes setores pela importancia das informag6es ecoldgicas,
particularmente as relacionadas com a avaliacdo da biodegradabilidade, ecotoxicidade,
fitotoxicidade e bioacumulacdo de substancias quimicas nos ecossistemas aquaticos e
terrestres, tornando possivel analisar os efeitos desses produtos ao ambiente (DARWIN et
al., 2011; ARAZOE et al., 2011; N°’CHO et al., 2011; AL-AMIN et al., 2013).

Entre essas empresas encontram-se as do setor elétrico, que constantemente estéo
sujeitas a possibilidade de contaminacdo do meio ambiente com fluidos dielétricos, devido
a explosdes, falhas e vazamentos de transformadores de poténcia que, quando ocorrem,
despejam os fluidos no meio ambiente (HEATHCOTE, 2011; RISTIC & MIJAILOVIC,
2012; FERNANDEZ et al., 2013).

Os transformadores de poténcia e distribuicdo sdo equipamentos de extrema
importancia nos sistemas de conversao e distribuicdo de energia elétrica. Eles utilizam
fluido dielétrico para promover o isolamento elétrico entre suas partes energizadas e a
refrigeracdo dessas partes por meio de troca de calor (VELASQUEZ et al.,, 2011,
CHATTERJEE et al., 2012; RISTIC & MIJAILOVIC, 2012; CHATTERJEE et al., 2013;
SULEIMAN & MUHAMAD, 2014).

O fluido dielétrico mineral é constituido por uma mistura de hidrocarbonetos
parafinicos (cadeia aberta), nafténicos (cadeia fechada), aroméaticos e por compostos
organicos contendo heteroatomos (nitrogénio, oxigénio, enxofre). No caso de falha ou
vazamento do transformador, os compostos de hidrocarbonetos podem causar
contaminacdo hidrica, da flora e fauna (BRUZZONITI et al., 2012; JALBERT et al., 2012;
AZIS et al., 2014; OKABE et al., 2013; FERNANDEZ et al, 2013).

Visando minimizar danos ambientais em possiveis acidentes as grandes
companhias mundiais do setor elétrico passaram a utilizar os ésteres naturais, obtidos a
partir de Gleos vegetais extraidos de sementes, como alternativa aos 6leos minerais em
transformadores. Estes fluidos dielétricos vegetais sdo provenientes de uma cultura

renovavel e Dbiodegradavel e seu arranjo molecular quimico compreende
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predominantemente os triacilgliceris (WANG & WANG, 2012; ZHONGDONG et al,
2012, KANO et al., 2012, AZIS, 2012; FERNANDEZ et al, 2013).

O fluido dielétrico vegetal vem substituindo o mineral ndo apenas por ser
conhecido como fluido ecologicamente correto, existem outras vantagens que o fazem ser
mais adequados, como: alto ponto de fulgor, boa rigidez dielétrica, ampliacdo da vida util
do equipamento, o tornando um fluido viével para o arrefecimento e isolamento elétrico de
transformadores de poténcia, sendo tdo eficaz quanto o 6leo mineral isolante (LIAO et al,
2011; DANG et al., 2011; SILVA et al., 2012; ABDELMALIK, 2012; LIU & WANG,
2013; ROZGA, 2013; RAMLI et al., 2014).

A vida util do transformador de poténcia é fortemente influenciada pela degradacéo
do sistema de isolamento interno, especialmente pela degradacdo do papel kraft isolante.
Ensaios de envelhecimento do papel kraft e demais componentes internos de
transformadores demonstraram menor degradacdo com ésteres naturais isolantes em
comparagdo com o 6leo mineral isolante, aumentando assim a vida atil dos mesmos.
(ZHANG et al., 2011; FOFANA et al., 2011; CIURIUC et al., 2013; WANG & LI, 2014;
HUANG et al., 2014; HAO et al., 2012). A caracteristica ndo corrosiva apresentada pelo
6leo vegetal é um aspecto bastante positivo, haja vista que as reacdes de corrosdo
produzem sulfeto de cobre, que tem elevada condutividade e, ao se dispersar sobre o papel
isolante do transformador, reduz sua rigidez dielétrica (CASTELO-BRANCO & TORRES,
2011).

Por sua vez, uma desvantagem dos Oleos vegetais € que apresentam menor
estabilidade a oxidacdo em comparagdo com Gleos minerais (JOVALEKIC et al, 2011;
FERNANDEZ et al, 2013, AL-AMIN et al., 2013). No entanto, a mistura de diferentes
Oleos vegetais diminuiu os compostos de hidroxilo, aumentando a sua estabilidade a
oxidacdo (KHAYAM et al., 2012; KAMAL et al., 2013).

Apesar de todos os avangos obtidos até o momento para mostrar que o fluido
dielétrico vegetal possui caracteristicas fisico-quimicas mais adequadas que o mineral e
por ser recente sua introdugdo no setor elétrico, ainda ndo ha pardmetros de avaliacdo
comparativa para a toxicidade desses fluidos dielétricos. Desta forma, este trabalho tem por
objetivos investigar os efeitos deletérios do fluido dielétrico vegetal e mineral, por meio de
avaliacdo da biodegradabilidade, toxicidade aguda sob organismos biosensores, analise da

toxidade dos 6leos nos atributos quimicos e degradacdo (6leos e graxas) do solo e nas



avalicBes das caracteristicas fitotécnicas da soja. Para a avaliacdo da biodegradabilidade
utilizaram-se os fluidos dielétricos vegetais de crambe, soja, canola e girassol. Para os
demais testes empregou-se 0 6leo vegetal, pois € o mais utilizado como fluido dielétrico
devido ao seu baixo custo e alta eficiéncia. A espécie escolhida para os ensaios de
toxicidade em solo contaminado com fluidos dielétricos foi a soja (Glycine max L.), pois é
a principal cultura agricola do pais, tendo como um dos maiores estados produtores o

estado do Parana.

A apresentacdo da tese esta dividida em cinco capitulos. No primeiro capitulo, sera
apresentado de forma resumida, o propdésito de se estudar os efeitos da toxicidade dos
fluidos dielétricos, bem como a biodegradabilidade dos mesmos, 0s objetivos deste

trabalho e a forma como foi organizado.

No segundo capitulo, € apresentada uma revisdo bibliografica, abordando os
transformadores elétricos, fluidos dielétricos para transformadores, biodegradabilidade e

ecotoxicologia.

No terceiro capitulo, sdo apresentadas condicdes experimentais de cada ensaio de
toxicidade e biodegradabilidade, as metodologias utilizadas para a realizac¢do do trabalho e

os softwares utilizados para analise dos dados.

No quarto capitulo sdo apresentados os resultados obtidos, juntamente com as
discussGes sobre a biodegradabilidade de diferentes fluidos dielétricos vegetais em
comparacdo com a biodegradabilidade do mineral, a toxicidade aguda a partir do ensaio
com o Danio rerio e com a Artemia salina em concentragdes crescentes desses fluidos e 0s
efeitos de toxidade dos 6leos nos atributos quimicos e degradacdo (6leos e graxas) do solo

e nas avalicdes das caracteristicas fitotécnicas da soja.

E no quinto capitulo, sdo apresentadas as principais conclusdes e consideracdes do
trabalho.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Transformadores Elétricos

Os transformadores elétricos sdo um dos principais investimentos de capital em
uma rede de sistema de energia e um dos principais fatores que afetam a confiabilidade do
sistema. As interrupg¢des dos transformadores devido a falhas inesperadas séo catastroficas
em muitos casos (CHATTERJEE et al., 2013; AHMED et al., 2010). Os transformadores
podem ser classificados aplicando diferentes critérios: Transformadores de Distribuicao;
Transformadores Industriais; Transformadores Secos e Transformadores de Poténcia
(FERNANDEZ et al., 2013). A vida Gtil dos transformadores esta diretamente ligada a
qualidade dos seus componentes isolantes, principalmente a do papel de enrolamento e do
fluido isolante (LUZ JUNIOR et al., 2005). Em geral, transformadores s&o projetados para
durar cerca de 25 anos. Porém, com técnicas de operacdo e manutencdo adequada
incluindo o recondicionamento de isolamento e filtragem em tempo apropriado, pode-se
estender a vida util de um transformador para mais de até 60 anos (CHATTERJEE et al.,
2013).

2.2.Fluidos Dielétricos para Transformadores

A funcdo de um fluido dielétrico em transformadores é garantir isolamento elétrico
entre suas partes energizadas e a de permitir a refrigeracdo interna destas partes por meio
da transferéncia de calor, substituindo ainda o possivel ar existente entre aquelas partes
proporcionando alta rigidez dielétrica e baixa condutividade entre si (ARANTES, 2005).
Temperaturas elevadas podem danificar o isolamento, ocasionando falhas com custos
elevados. A capacidade de refrigeracdo determina a quantidade de energia que pode ser
manuseado de forma confiavel por um transformador (BASHI et al., 2006). Para o fluido
ser considerado fluido dielétrico ele tem de cumprir uma série de requisitos operacionais,
tais como: alto poder dielétrico e propriedades térmicas, baixa viscosidade, estabilidade
quimica e termica, alto ponto de fulgor, compatibilidade com os materiais usados na
construgéo de transformadores e artefatos elétricos, miscibilidade com outros liquidos, ser
isento de &cidos, alcalis e enxofre corrosivo, resiste a oxidacao e a formacéo de borras, ter
baixo ponto de fluidez, aceitabilidade ambiental e baixo custo (MCSHANE et al., 1999;
FOFANA et al., 2002).



Desde o final do século XIX, 6leos de vérias fraces do petréleo tém sido utilizados
em equipamentos elétricos como transformadores, disjuntores, reatores, religadores, etc. e
sempre se apresentaram como uma boa opgdo para estes tipos de equipamentos
(HORNING et al., 2004). O 6leo mineral, proveniente do refino de petrdleo, tem sido
usado predominantemente como meio de isolamento e de resfriamento na inddstria de
transformador por mais de 100 anos devido as suas excelentes propriedades dielétricas e
baixo custo (FOFANA et al., 2002; CLAIBORNE & CHERRY, 2006; LIU et al., 2009).
Porém ele é incapaz de cumprir as leis ambientais por ser um Oleo de baixa
biodegradabilidade. Além disso, o fluido dielétrico mineral é obtido a partir de reservas de
petroleo bruto, uma fonte limitada (OOMMEN, 2002).

Devido a necessidade de se obter fluidos biodegradaveis e com alto ponto de
combustdo, fontes alternativas ao fluido dielétrico mineral tem sido procuradas e ofertadas.
Fluidos sintéticos de hidrocarbono, silicone e éster sintético foram introduzidos na segunda
metade do século XX, porém, seu uso ficou concentrado aos transformadores de
distribuicdo. Os ésteres sintéticos possuem caracteristicas biodegradaveis, mas nao
renovavel, logo ndo tiveram seu uso consolidado no setor elétrico brasileiro devido ao seu
elevado custo (UHREN, 2007). A crescente demanda para a melhoria na seguranca contra
incéndios, disponibilidade de material de origem e sustentabilidade ambiental tém
estimulado a pesquisa e desenvolvimento de fluidos alternativos. Nos anos 90 uma nova
classe de fluidos dielétricos obtidos a partir do 6leo vegetal foi desenvolvida para uso em
transformadores, denominados de fluidos ecologicamente corretos, devido principalmente
a sua caracteristica biodegradavel e renovavel (UHREN, 2007). A inddstria de transmissdo
de energia elétrica e distribuicdo mostrou interesse em utilizar os ésteres naturais, obtidos a
partir de Gleos vegetais extraidos de sementes, como alternativa aos 6leos minerais em
transformadores, pois estes fluidos preenchem todos os requisitos de um fluido dielétrico
de alta temperatura, com a vantagem de serem provenientes de matérias primas renovaveis
(WANG & WANG, 2012; ZHONGDONG et al., 2012, KANO et al., 2012).

O oleo vegetal mais utilizado como fluido dielétrico € o de soja, devido ao seu
baixo custo e alta eficiéncia, sendo capaz de substituir o éleo mineral. STOCCO (2009)
avaliou o potencial de aplicacdo de 6leo vegetal de soja como fluido dielétrico em
transformadores de distribuicdo da rede elétrica, usando como metodologia a
caracterizagdo quimica e fisico-quimica do 0leo, ensaio de envelhecimento acelerado em

escala laboratorial, aditivacdo com aditivos antioxidantes disponiveis no mercado e ensaio



elétrico de campo. Os resultados de caracterizagdo, realizados com base na norma ABNT
NBR 15422 (2015), indicaram o 6leo de soja como sendo compativel com os parametros
estipulados nesta norma. MILDEMBERGER (2014) avaliou a degradacdo de quatro
sistemas papel/éleo dielétrico (papel Kraft convencional e termoestabilizado / 6leo de soja
e Oleo mineral dielétrico) usados em transformadores de poténcia. Os resultados
mostraram-se satisfatorio para o 6leo de soja testado. Os autores SILVA (2013a) e
FRANCH (2010) tiveram como objetivo avaliar a compatibilidade de fluidos dielétricos
vegetais de soja com materiais internos de transformadores de distribuicdo, como papel
isolante, tinta, aco silicio e elastdbmeros, para avaliar o efeito do material teste nas
propriedades fisico-quimicas desses 6leos. Adicionalmente, foi avaliado o fluido dielétrico
mineral a titulo de comparacdo com os diferentes fluidos dielétricos vegetais de soja
testados. Os materiais estudados apresentaram desempenho semelhante na presenca de
ambos os 6leos (mineral e vegetal). Autores como ZHANG et al. (2010), DARWIN et al.
(2011), ARAZOE et al. (2011) e N°’CHO et al. (2011), ttm comparado as principais
propriedades do fluido dielétrico de soja com éleo mineral para avaliar a sua utilizacéo
como fluido dielétrico. Propriedades do 6leo de soja como seguranca ambiental, alto ponto
de fulgor e compatibilidade com materiais internos do equipamento também foram
avaliados por MCSHANE et al. (2006).

Também existem pesquisas e desenvolvimentos de fluido dielétrico vegetal com
outras oleaginosas. ABEYSUNDARA et al. (2001), estudaram o 6leo de coco como um
fluido dielétrico em transformadores e eles demostraram que o 6leo de coco possui
propriedades fluido dielétricas semelhante ao do 6leo mineral podendo ser usado como
fluido dielétrico em componentes de alta tensdo. HAMMER et al. (2002) e ZOU et al.
(2008) avaliaram as propriedades basicas dielétricas do 6leo de colza. ABDULLAHI &
BASHI (2004), ABDELMALIKA et al. (2011) e KIASATINA et al. (2011), estudaram a
utilizacdo do 6leo de palma e os resultados experimentais demonstraram que estes 6leos

vegetais podem ser utilizados como fluido dielétrico.

As propriedades dielétricas do 6leo de canola e palma foram avaliadas e
comparadas com os de éleo mineral por AL-AMMAR (2010). Os resultados mostraram
que estes 0Oleos apresentam valores de tensédo de ruptura dielétrica melhor do que o do 6leo
mineral. Essa tensdo denota a tenséo elétrica que um fluido de isolamento pode suportar
sem falhar. SILVA et al. (2012) estudaram as propriedades fisico-quimicas e dielétricas

dos o6leos de algoddo, babacu, soja, girassol e milho para uso como isolante em



transformadores. As propriedades avaliadas foram densidade, viscosidade, acidez, tenséo
de ruptura, fator de perda, teor de agua e corrosividade. Os resultados obtidos encontram-
se dentro do limite recomendado pela NBR 15422 (ABNT, 2015a).

A verificacdo da viabilidade técnica da aplicacdo de Oleo vegetal de andiroba
(Carapa guianensis) como fluido dielétrico em transformadores de distribuicdo de energia
foi avaliada por PINTO (2014). As propriedades analisadas foram cor, fulgor, fluidez,
densidade, viscosidade, acidez, fator de perda e rigidez dielétrica, indice de neutralizagéo,
teor de agua, corrosividade e gases dissolvidos. Os dados encontrados foram comparados
aos parametros estabelecidos pela NBR 15422 (ABNT, 2015a). Os resultados obtidos
mostraram que o 6leo vegetal estudado apresenta caracteristicas fisico-quimicas dentro dos

limites estabelecidos pela norma.

2.2.1. Fluido dielétrico mineral

O oleo mineral é composto de combustiveis fosseis (petréleo bruto) e é obtido por
meio da destilacdo fracionada de petréleo em pressao atmosférica, entre as fracbes 300°C a
400°C. Este o6leo mineral é classificado conforme os métodos de refino a que séo
submetidos, que podem ser purificacdo &cido/alcalina, extracdo seletiva de solventes,
desparafinacdo, purificacdo por contato através de adsorventes e hidrogenacao sob pressao
(PUKEL et al., 2009; EBERHARDT et al., 2010). Este destilado é constituido por uma
mistura de, em grande parte hidrocarbonetos parafinicos (Figura 2.1 (a)), nafténicos
(Figura 2.1 (b)), aromaticos (Figura 2.1 (C)) e, em proporcdo menor, por compostos
organicos contendo heteroatomos (nitrogénio, oxigénio, enxofre) (EBERHARDT et al.,
2010).

Figura 2.1 - llustracdo esquematica dos hidrocarbonetos constituintes do 6leo mineral: (a)
hidrocarbonetos parafinicos, (b) nafténicos (c) aromaticos

Fonte: EBERHARDT et al., 2010



Para fins de utilizacdo como dielétrico, o 6leo mineral refinado recebe aditivos

antioxidantes especificos (antioxidantes fenolicos) e devem atender as especificagdes
constantes na Resolucdo 36 da ANP, de 05.12.2008 (ANP, 2008), para 6leo nafténico e

parafinico. A Tabela 2.1 ilustra alguns dos ensaios e os valores limites contidos nesta

resolucéo.

Tabela 2.1 - Caracteristica do fluido dielétrico mineral novo

Valor especifico

Caracteristicas Unidade Métodos de ensaio
Nafténico Parafinico
O 6leo deve estar claro, limpido
Aspecto visual - Visual e isento de materiais em
suspensao.
Cor - ABNT NBR 14483 1,0 méax.
Massa especifica a 20°C kg.m? ABNT NBR 7148 861 - 900 860 max.
Viscosidade cinematica
20°C 25 max.
0 cSt ABNT NBR 10441 ]
40°C 12 max.
100°C 3 méx.
Ponto de fulgor °c ABNT NBR 11341 140 min.
Ponto de fluidez °c ABNT NBR 11349 -39 max. -12 max.
Rigidez dielétrica
Eletrodo de disco kV ABNT NBR 6869 30 min.
Eletrodo de calota ABNT NBR IEC 60156 42 min.
Rigidez dielétrica a impulso kv ASTM D 3300 145 min.
Fator de perdas dielétricas
25°C 0,05 max.
0 % ABNT NBR 12133 ]
90°C 0,4 max.
100°C 0,5 max.
Enxofre corrosivo - ABNT NBR 10505 Nao corrosivo
indice de neutralizagio mg KOH (g 6leo)™ ABNT NBR 12248 0,03 max.
Teor de agua mg.kg™ ABNT NBR 10710 B 35
Bifenila policlorada (PCB) mg.kg™ ABNT NBR 13882 B N&o detectavel
Cloretos e sulfatos - ABNT NBR 5779 Ausente
Tens&o interfacial a 25°C m.N.m* ABNT NBR 6234 40 min.
Aditivo inibidor de oxidagao
DBPC
. e s % massa ABNT NBR 12134 A
Oleo néo inibidor N3o detectavel
Oleo inibidor

0,33 méx.

Estabilidade a oxidacédo (6leo

ABNT NBR 10504




Tabela 2.1 - Caracteristica do fluido dielétrico mineral novo (continuacéo)

inibido) g 0,40 max.
3 mg KOH (g 6leo)
Indice de neutralizacéo 0,10 max.
% massa
Borra 20 max.
%
Fator de perdas dielétricas a 90°C

Fonte: Adaptado da Resolucdo 36 da ANP de 2008

Segundo GRANATO et al. (2002), a maioria dos Oleos minerais dielétricos
encontrados no mercado possui antioxidantes sintéticos, sendo o di-terc-butil-p-cresol
(DBPC), o mais comumente utilizado. Devido aos avancos das técnicas de refino e aos
Novos projetos para os equipamentos em que sdo utilizados, o desempenho destes materiais
foi melhorado ao longo dos anos (MILASCH, 1998). A tecnologia petrolifera é uma das
mais avancadas do mundo, o que garante uma evolucdo continua da qualidade de seus
derivados (VARTANIAN, 1991). O tempo de utilizacdo (vida util) do fluido dielétrico
mineral depende principalmente de dois fatores: da sua qualidade inicial (6leo novo) e as
condicdes de uso, ou seja, 0 nivel de carga assumido pelo transformador (HUANG et al.,
2014).

2.2.2. Fluido dielétrico vegetal

Os 6bleos vegetais sdo obtidos a partir dos gréos, por processos de descortificacéo,
descascamento, trituracdo, laminagdo, cozimento, prensagem mecanica ou extracao por
solvente. Ao final deste processo, tem-se o éleo bruto que possui uma cor escura e contém
constituintes solidos, tais como proteinas e fibras. O procedimento para refinar o éleo
vegetal bruto é composto por diferentes etapas: degomagem, neutralizacdo, branqueamento
e desodorizacdo (LI et al., 2006).

O oleo vegetal ¢ formado por moléculas de acilglicerdis, originarias da
condensacao entre &cidos graxos e o glicerol (trialcool), formando ésteres de acidos graxos.
Os compostos sao classificados em mono, di ou triacilglicerdis, dependendo se uma duas
ou trés moléculas de acido graxo se associa(m) covalentemente ao glicerol,
respectivamente, formando ésteres de acido graxo. Os triacilglicerdis podem ser formados
por &cidos graxos iguais ou diferentes entre si, dependendo da origem da matéria prima,
saturados ou instaurados (PENA et al., 2011). O triacilglicerol é um éster (Figura 2.2),
proveniente da reacdo de condensagdo entre as trés hidroxilas do glicerol com &cidos

graxos (MORETTO & FETT, 1998). Trata-se de uma molécula com uma fracdo polar
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(éster) e outra apolar (cadeia hidrocarbonica ou unidades acila). Ou seja, a composicao

quimica do dleo vegetal é diferente da composic¢éo quimica do 6leo mineral.

HC—O

HQC_O

“=°—°)o\/\/\/\/\/\/\/\
ANNANS AN

(0]
ANAN e

Figura 2.2 - llustracdo esquematica de um triacilglicerol, componente do 6leo vegetal

Fonte: PENA et al., 2011.

Para que o 6leo vegetal refinado seja considerado como fluido dielétrico, devem ser

adicionados antioxidantes especificos (antioxidantes fendlicos) e alguns ensaios se fazem

necessarios para garantir a qualidade do produto, possibilitando uma maior estabilidade no

interior de um equipamento elétrico. A norma que regulariza esses ensaios é denominada

NBR 15422 - “Oleo Vegetal Dielétrico para Equipamentos Elétricos” (ABNT, 2015a).

A Tabela 2.2 ilustra alguns dos ensaios e os valores limites contidos nesta norma.

Tabela 2.2 - Caracteristica do fluido dielétrico vegetal novo

Caracteristicas Unidade Métodos de ensaio Valor especifico
- Vi | Qe T
Cor - ABNT NBR 14483 1,0 méax.
Densidade relativa a 20/4°C - ABNT NBR 7148 0,96 méx.
Viscosidade cinematica
20°C 150 max.
20°C cSt ABNT NBR 10441 50 méx.
100°C 15 max.
Ponto de fulgor °c ABNT NBR 11341 275 min.
Ponto de combustéo °c ABNT NBR 11341 300 min.
Ponto de fluidez/névoa °c ABNT NBR 11349 -10 max.
Rigidez dielétrica ABNT NBR 6869
Eletrodo de disco kv ABNT NBR IEC 30 min.
Eletrodo de calota 60156 42 min.
Rigidez dielétrica a impulso kv ASTM D 3300 130 min.

Fator de perdas dielétricas

%

ABNT NBR 12133
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Tabela 2.2 - - Caracteristica do fluido dielétrico vegetal novo (continuagéo)

25°C 0,20 méx.
90°C 3,6 méax.
100°C 4,0 méax.
Enxofre corrosivo - ABNT NBR 10505 N&o corrosivo
indice de neutralizagio mg KOH (g 6leo)™ ABNT NBR 14248 0,06 max.
Teor de agua mg.kg™? ABNT NBR 10710 B 200
Bifenila policlorada (PCB) mg.kg™? ABNT NBR 13882 N&o detectavel

Fonte: adaptado da ABNT, 2015a - NBR 15422

O oleo vegetal dielétrico é o resultado de um enorme esfor¢co de investigacdo que
foi iniciado em meados de 1990 para desenvolver um fluido dielétrico totalmente
biodegradavel. Devido ao baixo custo e alta eficiéncia o 6leo vegetal mais utilizado é o de
soja, porém existem estudos com outras oleaginosas. Este provou ser capaz de substituir o
6leo mineral, ésteres sintéticos e Oleos de silicone. Os resultados incentivaram o
desenvolvimento de um 6leo comercial chamado Envirotemp FR3, que foi o primeiro 6leo
vegetal para transformador comercializado (MCSHANE et al., 2006). No Estado do
Parana, a Companhia Paranaense de Energia — COPEL - iniciou a utilizacdo de 0leo
vegetal dielétrico a base soja em 2004, substituindo o éleo mineral de alguns disjuntores e
transformadores de distribuigdo, na classe de tenséo 13,8 kV e 34,5 kV (GOMES JR,
2010). Com base em dados obtidos a partir de ensaios laboratoriais e de campo o 6leo
vegetal pode ser incorporado com sucesso em sistemas de isolamento de transformadores
(MCSHANE, 2002).

2.2.3. Antioxidantes

Os antioxidantes sdo substancias capazes de retardar ou inibir a oxidacdo em
lipidios ou em outras moléculas, evitando o inicio ou bloqueando a propagacédo das reagdes
de oxidacdo. Podem ser classificados em primarios, sinérgicos, removedores de oxigénio
singlete, agentes quelantes e antioxidantes mistos. Os antioxidantes contendo um
grupamento fenolico sintético sdo utilizados na aditivacdo dos fluidos dielétricos e

denominam-se antioxidantes primarios (ASSIS, 2014).

Os antioxidantes primarios sdo substancias fendlicas sintéticas que atuam como

sequestradores de radicais livres e algumas vezes como quelantes de metais, agindo tanto
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na etapa de iniciagdo como na propagacdo do processo oxidativo. Agem através da doacéao
de atomos de hidrogénio a estas moléculas, interrompendo desta forma a reacdo em cadeia.
A eficacia dos antioxidantes fenolicos esta ligada a presenca de grupos volumosos na
molécula de fenol pelo seu efeito estérico e estabilizante nas estruturas de ressonancia dos
radicais (RAVELLI, 2011). Os mais conhecidos deste grupo sdo os polifendis, como butil-
hidroxianisol (BHA), di-terc-butil-p-cresol (DBPC), também chamado de butil-
hidroxitolueno (BHT), terc-butil-hidroquinona (TBHQ) e propil galato (PG) (Figura 2.3).
A estrutura destes compostos permite a doacdo de um proton a um radical livre
regenerando a molécula lipidica interrompendo o mecanismo de oxidacdo por radicais
livres, fazendo com que os antioxidantes se transformem em radicais livres. Estes radicais

se estabilizam sem promover ou propagar as reacdes de oxidacdo (CRUZ, 2014).

OH OH
C(CH,), (CH,),C |xx C(CH,),

o

CH,

OCH,
BHA BHT
OH OH
HO. i LOH i ~C(CH,),
COOC,H, OH
PG TBHQ

Figura 2.3 - Antioxidantes sintéticos

(Fonte: Ramalho; Jorge, 2006)

Ao fluido dielétrico mineral é adicionado inibidor sintético como o di-terc-butil-
pcresol (DBPC), em teores que podem chegar a no maximo 0,33% (m/m), de acordo com a
Resolucdo 36 da ANP, de 05/12/2008 (ANP, 2008). Estes inibidores de oxidagdo auxiliam
a estender a vida util dos oleos minerais sem interferir nas caracteristicas dielétricas. O

DBPC néo reage em condi¢fes ambientes com acidos, aldeidos, glicois ou ésteres e tem
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alto grau de estabilidade quando exposto a luz, calor e ar, e a acdo de radicais livres, sendo,
portanto antioxidante eficaz. O TBHQ é utilizado principalmente como antioxidante para
os fluidos dielétricos vegetais e tem como vantagem ndo se complexar com ions de cobre e
ferro, como o galato. E considerado resistente ao calor, proporcionando uma excelente

estabilidade para os produtos em que é utilizado (GALVAN et al., 2014).

2.2.4. Impactos ambientais do fluido dielétrico vegetal e mineral

Os transformadores séo considerados pelas companhias de energia elétrica como os
equipamentos mais criticos, devido a grande quantidade de 6leo e elementos submetidos a
altas tensdes elétricas. Explosdes ou incéndios podem ocorrer nas redes de abastecimento
e, com isso, gerar repercussdes consideraveis, tanto para as companhias de energia elétrica
como para a comunidade em geral (SULEIMAN & MUHAMAD, 2014). O numero de
ocorréncias de furto de transformadores e religadores na area rural tém aumentado de
forma consideravel, o objeto de interesse do furto sdo as bobinas do ndcleo do
equipamento, sendo confeccionado com o metal cobre, material muito valorizado no
mercado de reciclagem. No entanto, durante a ocorréncia, algumas vezes o fluido dielétrico
que se encontra no interior do equipamento é derramado no chdo no préprio local da
ocorréncia do furto podendo alterar as propriedades fisicas das aguas superficiais,

subterraneas e do solo, impossibilitando a sua aeracdo (SANTQOS, 2013).

Do ponto de vista ambiental, no caso de acidentes como incéndios, vazamentos ou
derramamentos, o fluido dielétrico mineral pode trazer impactos ambientais significativos
e, consequentemente, consideraveis impactos econémicos para as empresas usuarias desse
fluido (IMAD-U-KHAN et al., 2007). Os impactos ambientais oriundos desses acidentes
podem ser refletidos no solo, no ar e nos recursos hidricos superficiais e subterraneos do
local impactado e de seus arredores. As agéncias regulatérias ambientais do governo
impbem altas penalidades as empresas quando da notificacdo de acidentes desta natureza.
Além deste desembolso financeiro, as empresas precisam adotar medidas para remediar 0s
sistemas impactados, que geralmente, sdo baseadas em processos bastante onerosos
(WILHELM et al., 2009).

Existem varios sistemas para a remediagdo de areas impactadas por petroleo ou
derivados do petroleo. Contudo, o tratamento a ser adotado deve considerar as condi¢des

singulares e intrinsecas da area contaminada. Além disso, é necessario atender a legislacédo
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ambiental vigente e ponderar o custo e beneficio do processo de tratamento escolhido,
muitas vezes a associacdo de diversas tecnologias de tratamento faz-se necesséria,
resultando em processos caros e demorados, principalmente, pela complexidade das
instalacBes (TRIGUEROS, 2008; FURTADO, 2006). A remediacdo de areas degradadas,
tais como solos e corpos de agua, exigem a adocdo de tecnologias para remover a poluigdo
e minimizar o impacto ambiental de compostos toxicos liberados nas &reas contaminadas
(TRIGUEROS et al., 2010). Algumas alternativas de remediacdo sdo baseadas em
tecnologias como: bombeamento e tratamento (pump-and-treat), aeracdo in situ (air
sparging), lavagem de solo e reinjecdo (recarga artificial); barreiras de contencdo fisica
pouco permeavel, biorremediacdo in situ, processos de oxida¢do quimica, processos
térmicos, barreiras fisicas permeéaveis, processo de encapsulamento e solidificacdo, dentre
outros (SANTOS, 2013; TRIGUERQOS, 2008; FURTADO, 2006; NOBRE & NOBRE,
2003; RISER-ROBERTS, 1998).

Incentivado por questdes ambientais, na década de noventa, empresas realizaram
muitas pesquisas no intuito de desenvolver um fluido dielétrico vegetal apropriado para
uso em equipamentos elétricos que diminuissem os impactos ambientais no caso de
acidentes como incéndios, vazamentos ou derramamentos. Os 6leos vegetais sdo produtos
naturais, provenientes de fontes renovaveis. Sdo considerados renovaveis porque 0 gas
carbénico (CO,) liberado na sua combustdo ou degradacdo € reciclado por absorcao
durante o proprio crescimento das oleaginosas no processo conhecido como fotossintese
(FRANCH, 2010). O fluido dielétrico vegetal apresenta alto ponto de combustédo,
tornando-os menos inflaméveis que o fluido dielétrico mineral e contribuindo para a
reducdo do risco a incéndios. As principais vantagens da utilizacdo deste tipo de fluido € o
baixo custo para a instalacdo e manutencao, menor risco de incéndio, baixa densidade e a
sua biodegradabilidade (FERNANDEZ et al., 2013).

Por ser biodegradavel, o fluido dielétrico vegetal é facilmente degradado pelos
microrganismos no meio ambiente (WILHELM et al., 2009), enquanto que os 6leos
minerais sd0 mais resistentes a biodegradacdo (FERNANDEZ et al., 2013). A formulacéo
dos 6leos vegetais ndo possui nenhuma toxicidade humana e a sua taxa de biodegradacéo é
maior do que o de 6leo mineral (FERNANDEZ et al., 2013). Assim, é esperado que 0
processo de remediacdo dos sistemas impactados com estes fluidos seja mais simples e
mais barato em relacéo ao do fluido dielétrico mineral (CLAIBORNE & CHERRY, 2006).
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2.3.Biodegradacéo

O termo degradacéo refere-se ao processo através do qual uma substancia quimica
de estrutura complexa é convertida em moléculas mais simples. A degradacdo €
considerada um processo chave na atenuacdo natural de contaminantes, devido a sua
capacidade de reduzir a massa dos contaminantes e, transformar os contaminantes toxicos
em subprodutos ndo téxicos, minimizando os riscos a saude publica e a0 meio ambiente,
englobando degradacéo abidtica e degradacgéo bidtica (TRIGUEROS, 2008). A degradacao
abidtica para compostos organicos se da através de transformacdes quimicas como:
hidrélise, fotdlise e dissociacdo. Para compostos inorganicos 0s mecanismos que se
destacam sdo a complexacdo, oxidacdo/reducao e polimerizacdo. A degradacdo bidtica ou
biodegradacdo ocorre através da acdo de microrganismos presentes no ambiente, 0s quais
utilizam tais substancias diretamente como substrato, a fim de obter a energia necessaria ao
crescimento e metabolismo. A degradacdo de compostos xenobi6ticos por microrganismos
pode ser aerObia, com o uso de oxigénio como aceptor de elétrons, produzindo gas
carbdnico e agua, ou anaerobia, tendo como substratos eletrofilicos sulfatos e nitratos,
produzindo metano e agua. Normalmente, 0s processos aerdbicos sdo mais rapidos, devido
ao predominio de microrganismos aerébios com crescimento acelerado (BURATINI, 2008;
TRIGUEROS, 2008).

A biodegradacdo de contaminantes organicos ocorre inicialmente por processos
aerobios, onde as populaces nativas de microrganismos, capazes de biodegradar esses
contaminantes, encontram-se num ambiente com oxigénio disponivel (FERNANDES,
2002). Esse processo é caracterizado pela oxidagdo de um composto organico, por uma
populacdo de microrganismos, levando a formacédo de CO,, H,0, residuos sollveis nao
biodegradaveis e novas células resultantes do crescimento de microrganismos. Por meio
desta oxidagdo 0s microrganismos usam 0s compostos organicos como fonte de energia e
de crescimento, através da assimilacdo de parte do carbono do substrato para a producgéo de
novas células (FERRO, 2013).

J& 0s microrganismos anaerObios comecam a Se sobressair nas atividades de
biodegradacdo, utilizando como receptores de elétrons o nitrato, o ion feérrico, o sulfato e o
dioxido de carbono com menores transferéncias de energia, respectivamente (CHAPELLE,
2001). O processo baseia-se na hidrélise de particulas complexas, com vista a tornar

polimeros orgéanicos insoluveis (proteinas, lipidos e hidratos de carbono), de estrutura
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quimica mais complexa, em mondmeros (aminoacidos, acidos gordos e agucares), que
ficardo disponiveis para outras bactérias. Deste processo resultam CH,;, CO, e uma
quantidade reduzida de células bacterianas (MATSINHE, 2011).

De acordo com EPIFANEO (2003), a avaliacdo da biodegradabilidade e da
toxicidade séo parametros que determinam o comportamento das substancias organicas no
ambiente natural e nos sistemas de tratamento podendo ser divididas em: 1 - Substancias
biologicamente degradaveis e ndo tdxicas; 2- Substancias biologicamente degradaveis e
toxicas; 3 - Substancias ndo degradaveis biologicamente e ndo tdxicas e; 4 - Substancias

ndo degradaveis biologicamente e toxicas.

Para os compostos do primeiro grupo ndo existe qualquer objecéo ao seu tratamento
bioldgico. Para os pertencentes ao segundo grupo ha a possibilidade de tratamento em
sistemas de tratamento bioldgico, apds uma diluicdo adequada. Todavia, o tratamento de
compostos do terceiro, e em especial do quarto grupo, podera ser limitado ou tornar-se

praticamente impossivel.

2.3.1. Fatores que influenciam o processo de biodegradacédo

Muitos contaminantes podem ser metabolizados por microrganismos, alguns séo
mais facilmente biodegradados do que outros. Em relagdo aos hidrocarbonetos de petréleo,
por exemplo, muitas areas contaminadas possuem uma mistura complexa de compostos
organicos, sendo que a maioria destas substancias, certamente, ndo € metabolizada na
mesma velocidade. A velocidade da biodegradacdo depende do tipo de microrganismos,
fatores nutricionais, concentracdo, participacdo de catalisadores, condi¢cdes do ambiente
como temperatura, pH, potencial osmético, aeracdo e presenca de luz (ANDRADE et al.,
2010).

Ainda segundo o autor, a velocidade de degradacdo é comumente depende da
concentracdo do contaminante e da quantidade de espécies catalisadoras, como as enzimas
geradas on-site pelos micro-organismos. Logo, qualquer fator que afeta a concentracdo do
contaminante, o nimero de micro-organismos presentes ou a quantidade de enzimas

especificas, pode aumentar ou diminuir a velocidade da biodegradacéo do contaminante.

Segundo FERRO (2013), o processo de biodegradacdo é mais eficiente, quanto
melhor adaptada estiver uma determinada cultura de microrganismos, isto €, quanto maior

for o seu crescimento. Entretanto, o crescimento microbiano é influenciado pelas
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condi¢cGes ambientais em que ocorre 0 processo, cujas caracteristicas podem ser muito
variaveis. A biodegradabilidade pode ser influenciada por trés tipos de fatores: fisicos,

quimicos e bioldgicos.

Os fatores fisicos sd@o a temperatura, a solubilidade, o grau de dispersdao do
composto no meio, 0 pH e o oxigénio dissolvido. Os fatores quimicos que podem
influenciar na biodegradacdo de compostos sdo tamanhos das moléculas, a estequiometria
e 0 numero de substitutos na molécula, que ao contribuirem para as propriedades
estruturais do composto a degradar, limitam a extensdo e a eficiéncia do processo de
biodegradagdo. Os fatores bioldgicos incluem as caracteristicas da cultura microbiana e a
presenca de nutrientes ou de substancias inibidoras da atividade microbioldgica (metais,
sais, substancias organicas) (EPIFANEO, 2003; FERRO, 2013).

2.3.2. Meétodos de avaliacao da biodegradabilidade

Os testes de biodegradabilidade tém como objetivo avaliar a extensdo da oxidagao
bioquimica dos compostos organicos. Estes testes podem ser usados para otimizar o
processo industrial, na medida em que permitem determinar se o produto fabricado ou os
residuos gerados durante o processo industrial podem ser degradados, eficientemente, em
sistemas de tratamento bioldgico. (FERRO, 2013). Com o objetivo de prever o
comportamento e o impacto ambiental de novas substancias quimicas, foram estabelecidos
métodos padronizados para avaliar sua biodegradabilidade. Neste sentido, agéncias
nacionais e internacionais como International Organization for Standardization (ISO),
Japanese Ministry of International Trade and Industry (MITI), United States
Environmental Protection Agency (USEPA), American Society for Testing and Materials
(ASTM) e Organization for Economic Cooperation and Development (OECD) atuam no
desenvolvimento e/ou revisdo de tais metodologias, as quais sdo incorporadas as

legislacBes para posterior utilizacdo em acdes regulatorias (BURATINI, 2008).

Os testes de biodegradabilidade se enquadram em um sistema também conhecido
como ‘“hierarquia OECD” constituido por trés niveis: testes de biodegradabilidade
imediata, testes de biodegradabilidade inerente e testes de simulacdo. Os testes mais usados
do ponto de vista pratico sdo os de biodegradabilidade imediata. Estes sdo testes mais
restringentes, oferecendo limitadas oportunidades para a biodegradacéo e aclimatacdo do
indculo (BURATINI, 2008; FERRO, 2013).
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A biodegradabilidade imediata € a propriedade de uma substancia organica de ser
metabolizada, isto €, oxidada por uma cultura mista de microrganismos oriundos do meio
ambiente. Dois critérios minimos séo estabelecidos pela OECD 301 (1992) para que um
teste seja considerado de biodegradabilidade imediata. S&o estes: (a) emprego de inoculo
ndo adaptado; (b) nivel de remog&o de carbono orgéanico dissolvido (COD) maior que 70%
ou produgdo de CO, maior que 60% do valor teérico, ou ainda, consumo de oxigénio
maior que 60%, em tempos de, no maximo, 10 dias (OECD 301, 1992). A norma descreve

seis metodos que permitem avaliar a biodegradabilidade imediata, séo eles:

- 301 A: DOC Die-Away: Teste em meio aquoso, aerobio e estatico, em condicdes padréo.
Medicdo da remocdo de carbono orgénico dissolvido (COD). Avaliacdo do teste através

dos resultados das concentrages iniciais e finais de COD.

- 301 B: CO, Evolution (Modified Sturm Test): Teste em meio aquoso, aerobio e estatico,
em condicOes padrdo. Medi¢do do CO, produzido biologicamente. Avaliagcdo do teste
através dos resultados de CO; e o valor tedrico (ThCOy).

- 301 C: MITI (I) (Ministry of International Trade and Industry, Japan): Versao deste teste,
para utilizacdo no Japdo (MITI-test I). Utilizacdo de um indculo especialmente preparado.

Requisicdo obrigatdria de anélises especificas.

- 301 D: Closed Bottle: Teste em meio aquoso, aerobio e estatico, em condi¢des padréo.
Medicdo da demanda bioquimica de oxigénio (DBO) em garrafas fechadas e
completamente cheias. Fornecimento de O, a partir do meio de teste e utilizacdo de baixas
concentragfes de inoculo. Avaliacdo do teste através dos resultados de DBO e o valor
tedrico (ThOD) ou a caréncia quimica de oxigénio (COD).

- 301 E: Modified OECD Screening: Teste em meio aquoso, aerébio e estatico, em
condicdes padrdo, mas com um inéculo com baixa concentracdo de bactérias. Medicdo da
remocao de carbono organico dissolvido (COD). Avaliacdo do teste através dos resultados

das concentragdes iniciais e finais de COD.

- 301 F: Manometric Respirometry: Teste em meio aquoso, aerObio e estatico, em
condi¢BGes padrdo. Medicdo da demanda bioquimica de oxigénio (DBO) num sistema

fechado. Avaliacdo do teste atraves dos resultados de DBO e o valor teérico (ThOD).

A biodegradabilidade inerente é avaliada pela norma OECD 302B (1992) e 302C
(1992) através da conversdo de carbono em dioxido de carbono, com utilizacdo de um

indculo especifico (lamas ativadas) e onde as concentracdes de material de teste séo
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elevadas. Este teste é utilizado para a determinacdo da biodegrabilidade de uma solucdo
considerada ndo facilmente biodegradavel. Muitas vezes o teste € usado para materiais que
ndo satisfacam os requisitos da OECD 301 (1992). Os métodos mais empregados para a

determinacéo de biodegradabilidade inerente sdo:

- OECD 302B: Zahn-Wellens-Test: Teste em meio aquoso, aerobio e estatico, em
condigdes padréo, mas com elevadas concentracdes de material de teste e lamas activadas.
Medicdo da remocédo de carbono organico dissolvido (COD). Avaliacdo do teste através
dos resultados das concentrages iniciais e finais de COD. Dificuldade em diferenciar entre
biodegradacdo e eliminacdo abidtica (OECD 302B, 1992)

- OECD 302C: Modified MITI Test (I1): Verséo do teste respirométrico, para utilizacdo no
Japdo. Utilizacdo de um indculo especialmente preparado e em concentracfes que
melhoram o potencial de biodegradacdo. Requisicdo obrigatoria de analises especificas. No
caso da norma OECD 302 C o tempo de ensaio € mais restrito (7 a 14 dias), limitando por
isso o valor-limite de biodegradacdo do material a 40% em 7 dias ou 65% em 14 dias
(OECD 302C, 1992)

Os testes de simulacdo sdo utilizados para obter informacdes sobre a extensao da
biodegradagdo em condicGes similares as encontradas no ambiente, pode ser feito testes de
campo ou monitoramento ambiental (FERRO, 2013).

Embora os objetivos, condi¢bes e principios de cada teste possam orientar na
escolha da metodologia a ser adotada, a diversidade de testes existentes para avaliacdo da
biodegradabilidade possibilita a liberdade quando a selecdo do método a ser usado. Assim,
torna-se apenas necessario que se proceda a realizacdo de testes de acordo com as normas
de qualidade e boas praticas laboratoriais, que se atinja o limite de degradacéo estabelecido
e gque a avaliacdo dos resultados comprove a biodegradabilidade do produto testado. A
garantia da reprodutibilidade dos resultados e da validade dos testes é, portanto, condicao
necessaria (FERRO, 2013).

2.3.3. Fundamento do teste de biodegradabilidade imediata: Método OECD 301
B: CO2 Evolution Test

No teste de biodegradabilidade imediata segundo a Organization for Economic
Cooperation and Development (OECD 301 B, 1992), uma substancia orgénica € exposta a

metabolizacdo por cultura de microrganismos oriundos do meio ambiente. Tal substancia é
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fornecida como Unica fonte de carbono e energia, numa solucdo nutriente mineral definida.
Através do metabolismo dos microrganismos, esta fonte de carbono € consumida,
transformando-se em gas carbonico (CO,) e agua. A partir do teor de carbono inicial do
material teste pode-se prever o total de CO, teoricamente esperado para a completa
oxidagdo do conteudo de carbono do material em teste. Para a realizacdo do teste, uma
massa conhecida do material teste é colocada em um frasco estéril contendo solucéao
nutriente. Inocula-se esse frasco com uma concentracdo padronizada de microrganismos
de, no minimo, 10° coldnias por mL, oriundos de lamas ativadas, efluentes de esgoto, 4guas
ou a partir de uma mistura destes. Na entrada do sistema monta-se um sistema de
purificacdo do ar com frascos plasticos (ndo podem ser de vidro devido ao ataque do
NaOH concentrado), contendo cada um NaOH a 10 M para eliminar a presenca de CO..
Estes frascos sdo interligados, em linha, através de tubos plasticos apropriados. A
extremidade inicial é ligada a um frasco cheio de 1a de vidro, seca (para filtragem), o qual é
ligado a fonte de ar comprimido. A outra extremidade é ligada a um sistema de distribuicéo
do ar, com tantas saidas quantos forem os frascos de ensaio a serem aerados. Na saida do
sistema, que deve ser livre de vazamentos, faz-se a coleta e medida do CO; produzido ao
longo do tempo. As medidas do CO, formado podem ser realizadas por titulometria, bem
como por analisador de gases por infravermelho ou cromatografia de fase gasosa (Figura
2.4).

rotéametro

Entrada de ar
—

Para o ambiente

—_—

i

B:a(OH]2

Frascos com NaOH Teste : Captura dq (_:Oz formado
para eliminar CO2 solugéo nutriente + pelas hacv_enas . .
do ar que entra amostra+ bactérias a ser medido por titulometria

Figura 2.4 - Desenho esquematico do teste de biodegradabilidade pela medida do CO,

Fonte: SALAZAR, 2005

O teste deve ser conduzido no escuro, & temperatura de 20 a 25°C durante 28 dias.

Sao realizados controles simultaneamente a avaliacdo da amostra, descritos abaixo:
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a) Branco: solucdo nutriente e indculo

b) Padrdo biodegradavel ou controle positivo: solu¢do nutriente, indculo e uma
substancia padréo que é reconhecidamente biodegradavel (glicose, acido benzdico,

anilina, etc.).

c) Substéncia teste: solugdo nutriente, in6culo e a substancia ou material a ser

testado.

d) Inibicdo para a substancia teste ou controle negativo: solugédo nutriente, indculo,
padrdo biodegradavel e a substancia teste. O controle negativo tem o objetivo de
verificar a existéncia ou ndo de efeito inibitorio da amostra em estudo sobre a

biodegradacdo da do padréo escolhido.

Ao final do teste, avalia-se a porcentagem de CO, desprendida comparando-a aos
valores teoricos previstos (Figura 2.5). Sera considerada “facilmente biodegradavel”
aquela substancia cuja porcentagem de CO, desprendido atingir no minimo 60% em 10
dias contados a partir do momento em que se observou 10% de evolugdo de CO,, e ndo

execedendo o periodo maximo de 14 dias.

100 4 o L ] Padrao biodegradavel: glicose

Yo COZ Amostra 1: ndo biodegradavel
75 1

Amostra 2: biodegradavel
L ——0——0
50
23 1
3 10 15 20 25 30
Tempo (d)
o Glicose o fmostra 1 X Arnostra 2

Figura 2.5 - Forma de apresentacdo dos resultados do teste de biodegradabilidade.

Fonte: SALAZAR, 2005
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2.4.Ecotoxicologia

A ecotoxicologia ¢ a area da toxicologia que relaciona os efeitos toxicos das
substancias quimicas e dos agentes fisicos sobre individuos, populac6es e comunidades de
organismos, além de se conhecer como pode afetar o homem, podendo a resposta ser aguda
ou croénica. Trata de movimentos de poluentes no ar, 4gua, solos, e sedimentos atraves da
cadeia alimentar, com as transformacdes quimicas e biotransformacio E uma ferramenta
auxiliar nas analises de impactos ambientais causados por tais elementos, estimando assim
sua toxicidade em relagdo ao organismo teste utilizado (WALKER et al., 2006). A analise
ecotoxicoldgica tem a capacidade de fornecer dados quantitativos e qualitativos dos efeitos
nocivos das substancias quimicas isoladas ou em forma de misturas sobre sistemas
bioldgicos. Logo, a utilizacdo dos testes de toxicidade torna-se cada dia mais importante
para 0 conhecimento global da area de estudo, pois informa a respeito da extensdo da
poluicdo, da deterioragdo ou da melhoria gerada fornecendo subsidios necessarios para que
0s institutos ambientais, inddstrias ou outros que estejam ligados diretamente a preservacao
dos recursos hidricos e do meio ambiente, tomem decisdes fundamentadas e objetivas na
avaliacdo quanto ao uso e preservacao desses recursos naturais. (KNIE & LOPES, 2004;
ZAGATTO & BERTOLETTI, 2008; DEZOTT]I, 2008; COSTA et al., 2008; MACHADO,
2011; WANDERLEY, 2013; SILVA, 2013b).

2.4.1. Potencial téxico dos fluidos dielétricos

O fluido dielétrico vegetal é conhecido como fluido ecologicamente correto devido
principalmente a sua caracteristica biodegradavel e renovavel, sendo facilmente degradado
pelos microrganismos presente no meio. Em funcéo disto, sdo utilizados onde a protecéo
ambiental é requerida. Apresentam alto ponto de combustdo, 0 que 0s torna menos
inflamaveis em comparacdo ao Gleo mineral, aumentando a seguranca ao incéndio,
contribuindo, consequentemente, para a reducdo da poluicdo do ar (CLAIBORNE e
CHERRY, 2006).

O 6leo mineral em geral € bastante nocivo ao meio ambiente (agua, ar, solo). Em
caso de falhas relativas a curto circuito ou vazamentos em transformadores, 0S compostos
de hidrocarbonetos contidos no solo contaminado, podem migrar, com a infiltracdo da agua
de chuva, da superficie para a primeira camada do lengol fredtico. No caso de

contaminagdo em 4agua, tem-se que 1 kg de oOleo mineral, que tenha vazado de um
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transformador para um reservatdrio, torna 5 milhdes de litros de agua impréprios para
consumo, sendo os custos, para tratar seus efeitos, bastante altos. Os produtos da
combustdo do 6leo mineral, provenientes de sua ignicdo, devido a um curto circuito, por
exemplo, sdo considerados perigosos e causam uma grande poluicdo do ar, onde 1000 kg
de dleo mineral queimado emitem cerca de 10 kg de substancias nocivas na atmosfera
Portanto os cuidados a serem tomados na manutengdo destes equipamentos, prevenindo
vazamentos e falhas devem ser grandes, para que os efeitos de um acidente possam ser
minimizados (ROZGA, 2013).

2.4.2. Toxicologicos com organismos aquaticos

O teste de toxicidade aquatica é uma ferramenta para o estudo dos efeitos dos
agentes toxicos sobre organismos aquaticos e estd fundamentado no principio de que a
resposta dos organismos vivos depende da dose do toxico a que foram submetidos
(JARDIM, 2004). Os ensaios de toxicidade podem refletir o sinergismo de todas as
substancias geradas num sistema, mostrando que as caracteristicas isoladas de um
elemento quimico ndo podem garantir a preservacao e manutencao da biota aquatica, uma
vez gque 0S mecanismos e processos do sistema sdo diferenciados no tempo e no espacgo
(RODGHER, 2003).

Para a realizacdo desses ensaios utilizam-se organismos conhecidos como
bioindicadores. Este termo € utilizado para indicar os membros da fauna e da flora de um
habitat que possui seu grau de tolerancia reduzido e especifico quando exposto a um fator
ambiental, apresentando uma resposta clara diante de pequenas variaces na qualidade do
ambiente. Dentre esses organismos podem-se destacar algas, microcrustaceos e peixes,
entre outros. Muitas pesquisas foram realizadas com diferentes espécies de vegetais e
animais, a fim de indicar os organismos que fossem mais representativos de cada
ecossistema, pois, cada espécie possui uma sensibilidade diferente. A partir da diversidade
de organismos pesquisados nos anos 50 e 60, alguns foram normatizados e sdo hoje
utilizados nos laboratérios de diversos paises. A escolha de tais bioensaios deve ser feita
através de alguns critérios como facil manuseio e disponibilidade, sua importancia na
cadeia alimentar, representatividade do ecossistema em estudos e sensibilidade a uma

diversidade de agentes quimicos, de maneira a possibilitar a obtencdo de resultados
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precisos, exatos e reprodutivos (KNIE & LOPES, 2004; ZAGATTO & BERTOLETTI,
2008; MACHADO, 2011; WANDERLEY, 2013; SILVA, 2013Db).

Hoje em dia, varios ensaios de toxicidade ja estdo bem estabelecidos, sendo alguns
padronizados nacional e internacionalmente por associacdes ou organizacdes de
normalizacdo, como a Associa¢do Brasileira de Normas Técnicas (ABNT), Association
Francaise de Normalisation (AFNOR), American Society for Testing and Materials
(ASTM), American Water Works Association (AWWA), International Organization for
Standardization (ISO), Standard Methods (APHA), Organization for Economic
Cooperation and Development (OECD), Environmental Canada, Environmental Aquatic
Assesment e United States Environmental Protection Agency (USEPA). Os métodos
padronizados apresentam a vantagem de poderem ser utilizados por diferentes laboratorios,
permitindo que os resultados obtidos sejam comparados entre si (ZAGATTO &
BERTOLETTI, 2008; KLEINE, 2013).

2.4.3. Métodos de ensaios de toxicidade com organismos aquaticos

2.4.3.1.Toxicidade aguda

Os ensaios de toxicidade aguda sdo desenvolvidos para determinar a toxicidade
relativa de uma substancia sobre um organismo aquatico selecionado, exposto a varias
concentracdes desta substancia, em um curto periodo de tempo. O tempo de exposi¢do
pode compreender de minutos (como o caso da bactéria Vibrio fischeri) a 96 horas. Os
testes apresentam algumas vantagens como facilidade na interpretacdo, sdo rapidos e faceis
de executar, possuem curta duracdo e baixo custo. Como desvantagem tem-se o fato de que
estes ensaios avaliam os efeitos quantitativos, ndo evidenciando efeitos que poderiam
ocorrer em tempos mais prolongados de exposic¢do, tais como o de bioacumulacéo, efeitos
sobre a reproducéo e o crescimento (ZAGATTO & BERTOLETTI, 2008; CUNHA, 2014)

Os efeitos avaliados sdo, por exemplo, mortalidade, no caso de peixes; imobilidade,
no caso de invertebrados; e taxa de luminescéncia, no caso de Vibrio fischeri. O resultado é
expresso em Concentragdo Letal Media (CLsg) ou a Concentragdo Efetiva Média (CEso),
ou seja, concentracgdo do agente toxico que causa mortalidade ou imobilidade,
respectivamente, a 50% dos organismos teste apds determinado tempo de exposicdo. O

objetivo deste ensaio é determinar a concentracdo do material (substancia quimica ou
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efluente) que produz um efeito deletério na populagdo exposta durante um curto periodo de
tempo sob condigcbes controladas (COSTA et al., 2008; ZAGATTO & BERTOLETTI,
2008; CUNHA, 2014).

Os valores de toxicidade aguda para 0s organismos aquaticos podem ser
classificados de acordo com a escala de classificagdo de toxicidade aguda fornecida por
ZUCKER (1985), a fim de classificar as substancias quanto ao seu potencial toxico (Tabela
2.3).

Tabela 2.3 - Classes de toxicidade aguda para organismos agquaticos

Classe de toxicidade CLs, ou CEsp (mg.L™)
Extremamente toxico <01
Altamente toxico 0,1a1,0
Moderadamente toxico >10a<10
Ligeiramente toxico >10a<100
Praticamente ndo-téxico >100

Fonte: adaptado de ZUCKER, 1985

2.4.3.2. Toxicidade cronica

Em ambientes aquéticos a ocorréncia dos efeitos cronicos é mais frequente, devido
a diluicdo pontual e dispersa dos xenobidticos oriundos das aguas de contribuicdo, a rapida
associacao que ocorre entre a maioria das particulas e a matéria himica e a sedimentacdo
de sélidos em suspensdo. Dessa forma, 0s organismos sdo expostos a baixas concentracdes
de determinados poluentes durante longos periodos de tempo ocasionando efeitos crénicos
a niveis subletais e até mesmo letais ao longo do tempo. Logo, ensaios de toxicidade
cronica sdo usados para determinar o efeito adverso da concentracdo da substancia em

organismos testes, a partir da exposicdo prolongada (SILVA, 2013b).

A toxicidade cronica é interpretada pela resposta a um estimulo continuo,
geralmente por periodos que podem abranger parte ou todo o ciclo de vida do organismo
teste. O fato de uma substancia quimica ndo produzir efeitos toxicos sobre organismos
aquaticos em testes de toxidade aguda ndo indica que ela ndo seja toxica para eles. Testes
de toxicidade crbnica tem como vantagem avaliar os possiveis efeitos toxicos de
substancias quimicas sob condigdes de exposi¢Oes prolongadas a concentracdes subletais,

ou seja, concentracfes que permitem a sobrevivéncia dos organismos, mas que afetam suas
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funcdes bioldgicas, tais como reproducdo, desenvolvimento de ovos, crescimento e
maturacgdo, dentre outras. As desvantagens do teste é a sua longa duracgdo e o alto custo. Os
resultados obtidos nos testes de toxicidade cronica sdo geralmente expressos como CENO
(Concentracdo de Efeito ndo Observado) ou CEO (Concentracdo de Efeito Observado),
mas também podem ser expressos como CEsp (Concentracdo Efetiva Média) (COSTA et
al., 2008; WANDERLEY, 2013; COUTO, 2014).

2.4.4. Sistemas de Exposicéo

Os testes de toxicidade, quando realizados em laboratérios, podem ainda ser
classificados em sistema estatico, sistema semi estaticos e sistema de fluxo continuo, de
acordo com o método de adicdo das solucBes-teste (KNIE & LOPES, 2004). Os ensaios
estaticos sdo realizados sem renovagdo das solucdes-testes e sdo recomendados para
amostras que ndo causam deplecdo de oxigénio dissolvido, que ndo sdo volateis e que ndo
sofrem significativas alteraces em meio aquoso (RUBINGER, 2009). Para substancias
toxicas instaveis ou volateis as quais tém suas concentracdes reduzidas ao longo do teste,
contribuindo para que o resultado seja subestimado, sdo recomendados os testes semi-
estaticos. Nesse tipo de teste as solucOes-testes sdo renovadas periodicamente (COSTA et
al., 2008). Sendo que o periodo de renovacdo das solucdes-testes dependera da espécie de
organismo. No sistema de fluxo continuo, as soluces fluem continuamente atraves dos
recipientes onde estdo os organismos-teste. O fluxo deve ser capaz de manter concentracao
constante das solugdes-testes e a concentracdo de oxigénio dissolvido deve ser mantida a
90% de saturacdo. Nos testes os equipamentos utilizados séo os diluidores proporcionais e
as bombas peristalticas (ARAGAO & ARAUJO, 2008)

2.4.5. Critérios para selecdo de organismos aquaticos

De acordo com APHA (2012), os requerimentos mais importantes para designar um
programa de testes de toxicidade sdo a definicdes dos objetivos do estudo e o
estabelecimento de préaticas de controle de qualidade para assegurar que os dados sdo de
qualidade suficiente para alcancarem o0s objetivos pré-definidos e promover sua
credibilidade.
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Para a selecdo do organismo-teste primeiramente precisa-se conhecer sobre a
sensibilidade da espécie a uma diversidade de agentes quimicos. Esta deve ser
relativamente constante, possibilitando a obtencdo de resultados precisos, com uma boa
exatiddo e reprodutibilidade dos resultados. E necessario o conhecimento prévio da
biologia da espécie, como reproducdo, habitos alimentares, fisiologia e comportamento,
tanto para o cultivo quanto para a realizagdo dos testes. Além disso, 0 uso de espécies de
pequeno porte e ciclo de vida ndo muito longo se mostra ideal aos estudos
ecotoxicoldgicos em laboratorio. Outro critério € a disponibilidade de organismos. Devem-
se desconsiderar espécies presentes em épocas restritas e em pequeno nimero em favor
daquelas abundantes e disponiveis ao longo do ano. Como os testes sdo realizados para
avaliar o efeito de determinado poluente ao ambiente, deve-se dar preferéncia a espécies
autoctones ou representativas do ecossistema em estudo, ou seja, a espécie deve exercer
papel importante no que se refere a estrutura e funcionamento das biocenoses, além de ter,
preferencialmente, importancia comercial (DOMINGUES & BERTOLETT], 2006).

De acordo com nivel tréfico algumas espécies sdo mais usadas em testes de

toxicidade, dentre estas se destacam:

- Algas de &gua doce: Chlorella vulgaris; Scenedesmus quadricauda; Scenedesmus
subspicatus; Pseudokirchnerilla subcapitata.

- Algas de agua marinha: Phaeodactylum tricornutum; Asterionella japonica; Dunaliella

tertiolecta; Champia parvula.

- Microcrustaceos de agua doce: Daphnia magna; Daphnia similis; Ceriodaphnia dubia;
Hyalella azteca; Hyalella meinerti.

- Microcrustaceos de agua marinha: Mysidopsis Bahia; Mysidopsis juniae; Leptocheirus

plumulosus; Tiburonella viscana; Artemia salina.
- Moluscos de dgua marinha: Mytilus edulis; Crassostrea rhizophorae.
- Equinodermos: Arbacia lixula; Arbacia punctulata; Lytechinus variegatus;

- Peixes de &gua doce: Pimephales promelas; Danio rerio; Poecilia reticulata;

Oncorhynchus mykiss; Lepomis macrochirus.
- Peixes de agua marinha: Menidia beryllina; Menidia menidia; Cyprinodon variegatus.

- Insetos de agua doce: Chironomus sp; Hexagenia sp.
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- Bactérias de agua doce: Spirillum volutans; Pseudomonas fluorescens. Salmonella

typhimurium.

- Bactérias de agua marinha: Vibrio fischeri (anteriormente denominada Photobacterium

phosphoreum).

2.4.6. Sensibilidade e cartas controle de organismos testes

A avaliacdo periodica da sensibilidade dos organismos bem como dos
procedimentos dos testes sdo realizados com substancia referéncia, a fim de se ter maior
precisdo e confiabilidade nos resultados. Dentre os produtos mais utilizados como
substancias de referéncias pode-se citar: cloracetamida, cloreto de cadmio, cloreto de
potassio, cloreto de sodio, cloreto de zinco, cromato de potassio, dicromato de potassio,
dodecil sulfato de sddio, fenol, nitrato de prata, pentaclorofenato de sodio, pentaclorofenol,
sulfato de cobre e sulfato de zinco (KNIE & LOPES, 2004). As substancias de referéncia
sdo utilizadas para estabelecer a faixa de aceitacdo de resultados da sensibilidade dos
organismos para uso em testes. Uma substancia de referéncia deve possuir alguns
requisitos tais como: ter meia vida longa e estavel, estar disponivel na forma pura,
apresentar uma boa curva de concentracdo-resposta para 0 organismo, ser estavel em
solucdo aquosa e apresentar um baixo risco a salde humana (ENVIRONMENT
CANADA, 1992). O resultado de um ensaio de toxicidade é considerado aceitavel se a
sensibilidade a substancia de referéncia estiver dentro dos limites estabelecidos pela carta-
controle, obtida pela média da CLsy ou CE(I)so de um determinado nimero de ensaios + 2
desvios padrao (Figura 2.6) (ABNT, 2004; NIPPER, 2002).
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Figura 2.6 - Exemplo de carta controle da sensibilidade dos organismos M. juniae
utilizando a substancia de referéncia dodecil sulfato de sodio

Fonte: GONCALVES, 2014
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2.4.7. Expressdo dos Resultados dos Testes de Toxicidade

A Tabela 2.4 mostra a definicdo de alguns termos utilizados em testes de

toxicidade.

Tabela 2.4 - Definicdo de alguns termos utilizados em testes de toxicidade

Parémetros Definicao Tempp 9 ¢
exposicéo
DL, Dose Letal Média: dose de amostra que causa mortalidade de 242396 h
50% dos organismos no tempo de exposicao e condicdes do
teste.

CLs Concentracéo Letal Média: concentracdo de amostra que causa 24396 h

mortalidade de 50% dos organismos no tempo de exposicao e

nas condicdes do teste.

CEs, Concentracéo Efetiva Média: concentragdo de amostra que 24 0u 48 h

causa um efeito agudo (imobilidade, por exemplo) a 50% dos
organismos no tempo de exposicdo e nas condic¢Bes do teste.

Concentracdo de Efeito ndo Observado: maior concentracéo de .

CENO agente toxico que ndo causa efeito deletério estatisticamente 7 dias

significativo nos organismos no tempo de exposicao e nas
condices do teste.

Concentracédo de Efeito Observado: menor concentragdo de .

CEO agente toxico que causa efeito deletério estatisticamente 7 dias

significativo nos organismos no tempo de exposicao e nas
condices do teste

Fonte: adaptado de WANDERLEY, 2013

Em ensaios de toxicidade aguda, a partir dos resultados obtidos, pode-se calcular a
concentracdo mediana que causa efeito adverso em 50% dos organismos testados durante
um periodo de tempo predeterminado (48, 72 ou 96 horas). Para avaliacdo de efeito agudo
em invertebrados calcula-se a CEsp, concentracdo efetiva média que mobiliza 50% dos
organismos e para peixes calcula-se a CLsp, concentracdo letal média a 50% dos
organismos testados. Utiliza-se o nivel de efeito de 50% porque é a resposta mais
reprodutivel e pode ser estimada com maior confianga. Esses resultados podem ser
determinados através de varios métodos estatisticos (ARAGAO & ARAUJO, 2008).

Ao final de um ensaio de toxicidade crénica estimam-se os efeitos do agente na
reproducdo, no crescimento e/ou na sobrevivéncia de uma espécie por um periodo de
tempo prolongado. De acordo com ARAGAO & ARAUJO (2008) com esse tipo de teste
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estima-se a maior concentragdo que ndo causa efeito aos organismos teste (CENO) e a
menor concentragdo que causa efeito estatisticamente significativo nos organismos-teste
(CEO). Os valores numéricos de toxicidade aguda e cronica, expressos como CLsg, CEsy,
CENO e CEO, exprimem uma relacdo inversa a toxicidade, ou seja, menores valores

numeéricos indicam maiores toxicidades.

A relacdo dose-resposta constitui a base fundamental para a avaliagdo do risco
gerado pelas substancias quimicas no meio ambiente porque permite quantificar a
toxicidade aguda dessas substancias. Em geral, as curvas que representam a relacdo dose-
resposta apresentam comportamento ndo-retilineo do tipo sigmoéide, como ilustrado na
Figura 2.7 (HODGSON, 2004).
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Figura 2.7 - Representacdo de uma curva dose-resposta tipica obtida e testes de
toxicidade.

Fonte: HODGSON, 2004

Dois pardmetros importantes podem ser determinados a partir das curvas dose-
resposta: a concentracdo ou dose, que resulta em 50% do efeito medido, ou seja, os valores
de CLsp ou CEsx €, 0 coeficiente angular da porcdo linear da curva que passa pelo ponto
correspondente a CLspou CEsy. Os dois parametros sdo necessarios para descrever
precisamente a relacdo entre a concentracdo do agente quimico e o efeito deletério

provocado nos organismos-teste.

Dentre os métodos estatisticos para determinar CLsg e CEsp encontram-se 0 método
Probit, o0 método Logit e os métodos Spearman-Karber e trimmed Spearman-Karber. Os

dois primeiros sdo métodos paramétricos que transformam os dados da curva dose-resposta

30



em uma funcdo matematica conhecida ou esperada antes dos valores de CLso € CEsg serem
estimados. Apresentam deficiéncias para contornar as anomalias apresentadas por alguns
dados e ndo sdo validos para curvas dose-resposta assimeétricas. Os métodos Spearman-
Karber e trimmed Spearman-Karber sdo métodos ndo paramétricos que nédo estdo sujeitos a
esses problemas, tém boas propriedades estatisticas, sdo faceis de usar e recomendados
para célculos precisos de CEsp e CLsg com intervalo de confianca de 95%. Eles séo validos
para curvas dose-resposta simétricas e assimétricas. A Unica limitacdo desses métodos em
relacdo aos métodos paramétricos é que devem cobrir o intervalo de zero a 100% de
mortalidade ou de efeito agudo. O resultados de CLsp e CEsp S80 comumente expressos em
mg L™ (APHA, 2012).

2.4.8. Toxicidade aguda com organismo Danio rerio

Os peixes sdo organismos indicadores importantes por encontrarem-se no topo da
cadeia alimentar, sendo capazes de demonstrar a sua propria situacdo toxicoldgica e a de
outros organismos. Os organismos-teste utilizados na realizacdo dos testes
ecotoxicoldgicos desta pesquisa foram os peixes da espécie Danio rerio e a metodologia
utilizada foi a Organization for Economic Cooperation and Development (OECD 203,
1992).

Conhecido mundialmente como zebrafish, e no Brasil como Paulistinha, o Danio
rerio (Figura 2.8), foi descrito por Hamilton-Buchanan em 1822 e introduzido como
modelo animal nas pesquisas cientificas por George Streisinger em 1981. E um peixe
tropical de a4gua doce, sendo encontrado em rios, dguas paradas, canais e campos de arroz.
Todavia ele é comercializado e bastante difundido em aquérios e laboratérios do mundo
todo. S&o originarios da Asia e vivem em média trés anos e apresentam comprimento total,
quando adulto, entre 3 a 4 cm e pertencem a familia Cyprinidae. Esta espécie apresenta
dimorfismo sexual externo, é oviparo, de habito alimentar onivoro, possui alta taxa de
fecundidade e, se mantida em ambiente favoravel, podem repetir o ciclo de desova a cada

5-7 dias, influenciada pelos fatores ambientais e/ou sazonais (ARMILIATO et al., 2014).
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Figura 2.8 - Danio rerio (Cyprinidae)

Fonte: http://www.iimcb.gov.pl/zebrafish-core-facility.html

O Danio rerio € um organismo padrdo em estudos cientificos, principalmente em
toxicologia, devido a sua facil adaptacdo as variadas condi¢cBes ambiental, tanto natural
quanto artificiais, além de ndo necessitarem de cuidados excessivos. Sdo facilmente
mantidos em aquérios de agua doce sob condicGes controladas de temperatura, pH e
fotoperiodo, sendo bastante indicado para estudos experimentais. O Danio rerio apresenta
grande sensibilidade a produtos quimicos, por absorver de forma rapida os compostos que
sdo diretamente expostos na agua e acumula-los em diferentes tecidos e 6rgdos. Desta
forma, a espécie de peixe Danio rerio mostra-se adequada para trabalhos em condigdes
laboratoriais, devido ao fato de ser amplamente reconhecida como um bom modelo para
estudos de toxicidade (ARMILIATO et al., 2014; SOUZA, 2015).

A Tabela 2.5 mostra resumidamente as condi¢des de teste de toxicidade aguda com
0 organismo Danio rerio, conforme a Organization for Economic Cooperation and
Development (OECD 203, 1992).

Tabela 2.5 - Resumo das condicOes de teste de toxicidade aguda com Danio rerio.

Condicbes-teste

Sistema de teste Estatico, semi-estatico ou fluxo continuo
Duracéo do teste 96 horas

. A Reconstituida ou natural, com dureza de 40-48 mg de
Agua de diluicdo

CaCOs/L
Tamanho do frasco-teste Béquer de 1 a 2 litros
Volume/quantidade das solugdes-teste 1 a2 litros

y Né&o para o sistema estatico.
Renovacdo da amostra-teste ) ) o .
Sim para o sistema semi-estatico e de fluxo continuo

Idade dos organismos Acima de 60 dias
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Tabela 2.5 - - Resumo das condicdes de teste de toxicidade aguda com Danio rerio
(continuacao)

N° de solugBes-teste
N° de organismos/réplica
N° de réplica/solucdo-teste
Alimentacdo durante o teste
Qualidade de luz
Fotoperiodo
Temperatura
Aeracao das solucBes-teste
pH
Fator de diluicdo

Critério de avaliagdo de efeito

> 5 e controle
>7
1
Nenhuma
Luz fria ou natural de laboratdrio
16 horas de luz; 8 horas de escuro
25+2°C
Sim, se o oxigénio dissolvido for < 6,0 mg/L
6-8,5
0,30u0,5
Mortalidade

. Quantitativo: CLs (Mg/L)
Expressdo dos resultados o o o
Qualitativo: efeito toxico ou ndo toxico
Critério de aceitagdo do teste

Fonte: adaptado da OECD 203, 1992

> 90% de sobrevivéncia dos organismos-controle

2.4.9. Toxicidade aguda com organismo Artemia salina

A utilizacdo de invertebrados como bioindicadores é implementada em testes antes
do uso de vertebrados, mas sua aplicacdo envolve, dentre os resultados primarios, a
avaliacdo da toxicidade e genotoxicidade dos compostos testados. Neste estudo o
organismo-teste utilizado foi o microcrustaceo Artemia salina e a metodologia utilizada foi
a de MEYER et al. (1982) adaptada por NASCIMENTO et al., (2002).

A Artemia salina (camardes de agua salgada) € uma espécie de microcrustaceo
pertencente a subclasse Branchiopoda. Caracteriza-se pela enorme quantidade de pares de
apéndices achatados na regido toracica, uteis na formacgdo de correntes que auxiliam o
animal na captura de alimentos, aumentado a superficie de contato com a agua. E muito
utilizada como bioindicador em ensaios de laboratorio, em funcdo da sua facilidade de
manipulagdo e do seu baixo custo econdmico. Habitam em lagos e lagoas salgadas, mares,
tanques de salinas, de varias partes do mundo. Sdo adaptados a sobrevivéncia frente a
grandes variacOes sazonais, em teores de salinidades que flutuam de 3,5 a 70%. Sé&o
filtradores e se alimentam basicamente de bactérias, algas unicelulares, pequenos
protozoarios e detritos dissolvidos no meio. A filtracdo do alimento ocorre nos toracopodos
encarregados de conduzir as particulas em direcdo ao trato digestivo, enquanto, a sua taxa

de filtracdo diminui com o aumento da concentracdo de particulas, ficando estas
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acumuladas e interferindo o processo normal de seus batimentos. Outro efeito das altas
concentracOes € que podem passar diretamente pelo tubo digestivo sem sofrer digestéo,
tornando o individuo subnutrido (WANDERLEY, 2013; OLIVEIRA 2015; PEREIRA et
al., 2015).

Os cistos podem ser armazenados em ambiente seco ou sob condi¢es anaerdbias
por no minimo seis meses, sem perder a viabilidade e sem a necessidade de manter culturas
continuas. Apds serem hidratados, os embrides que estdo dentro do cisto se ativam e em
cerca de 24 horas as membranas rompem-se e nasce uma larva nauplio livre natante. E
neste estagio do seu ciclo de vida que a Artemia sp. é utilizada nos testes de toxicidade
aguda (WANDERLEY, 2013). A Figura 2.9 mostra o ciclo vital da Artemia sp.

Figura 2.9 - Ciclo vital da Artemia sp

Fonte: http://www.acuarionorte.com/index.php?topic=1309.0

O teste de toxicidade aguda com Artemia sp € um ensaio eficiente que requer
quantidades baixas de amostra (2 — 20 mg), ndo requer métodos assepticos e nem
equipamentos especiais. O efeito tdxico avaliado neste bioensaio consiste na perda da
capacidade de movimentacdo das larvas, ap6s 48 horas de incubacdo com as amostras a
serem testadas. Para que os resultados do teste sejam viaveis, é necessario que as larvas
sejam mantidas sob as condi¢Bes 6timas de crescimento, como temperatura entre 25 e
35°C, salinidade de 35% e pH ligeiramente alcalino, em torno de 8,0. A Artemia sp. tem
sido utilizado em ensaios de toxicidade com objetivo de avaliar ou prever os efeitos toxicos
em sistemas biologicos e dimensionar a toxicidade relativa das substancias
(WANDERLEY, 2013; OLIVEIRA 2015; PEREIRA et al., 2015). De acordo com a
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Organizacdo Mundial de Salde (OMS), sdo consideradas toxicas substancias que

apresentam valores de DLz, abaixo de 1000 ppm em Artemia sp. (MEYER et al., 1982).

A Tabela 2.6 apresenta de forma resumida as condicOes gerais de teste de
toxicidade aguda com o organismo Artemia salina conforme MEYER et al. (1982)

adaptada por NASCIMENTO et al., (2002).

Tabela 2.6 - Resumo das condicGes de teste de toxicidade aguda com a Artemia salina

Condices-teste

Sistema de teste Estatico
Duracéo do teste 48 horas
Agua de diluigio Agua do mar natural ou artificial

Tamanho do frasco-teste Tubo de ensaio > 10 mL

Volume/quantidade das solugdes-teste 5a10mL
Renovagdo da amostra-teste Né&o
Idade dos organismos 48 horas
N° de solugBes-teste 5 ou 6 e controle
N° de organismos/réplica 10

N° de réplica/solugao-teste
Qualidade de luz
Fotoperiodo
Temperatura
Salinidade
Aeracgéo
pH

Critério de avaliagdo de efeito

Expresséo dos resultados

Minimo de 3 para todas as amostras
Luz fria ou natural de laboratério
12 horas de luz; 12 horas de escuro
25+2°C
35%

Sim, se o oxigénio dissolvido for < 4,0 mg/L

7-8
Mortalidade
Quantitativo: CLs (mg/L)

Qualitativo: efeito toxico ou ndo tdxico
Critério de aceitacdo do teste > 90% de sobrevivéncia dos organismos-controle

Fonte: adaptado de MEYER et al., 1982

2.4.10. Toxicologicos que utilizam plantas

Os ensaios toxicologicos que utilizam as plantas sdo ferramentas versateis na
avaliagdo da contaminagdo de um solo, permitindo-nos identificar o efeito dos
contaminantes (VAN GESTEL et al., 2001; LOUREIRO, 2004; ALVARENGA, 2009). O
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solo desempenha uma matriz fisica para o desenvolvimento da planta. Logo, uma
estrutura deficiente, e com macro e micro-porosidade insuficientes, podem influenciar a
germinacdo da semente, a penetracao e o crescimento da raiz, a capacidade de retencéo de
agua essencial para suprir as necessidades hidricas da planta, as trocas gasosas ao nivel da
raiz e, como consequéncia, afetar a biomassa vegetal da cultura. Os testes de
ecotoxicidade de solos descritos na literatura podem ser classificados como (VAN
GESTEL et al., 2001; ALVARENGA, 2009):

- Testes agudos ou Testes crbnicos, dependendo do tempo de exposicdo do

organismo ao contaminante,

- Ensaios diretos, que colocam o organismo em contato direto com o solo a testar

(testam a funcéo habitat do solo);

- Ensaios indiretos, que utilizam espécies aquaticas, as quais sdo colocadas em
contato com os extratos do solo (testam a funcéo de retencdo desse solo). Recomenda-se 0
uso de uma bateria de testes, incluindo varias espécies representativas do ecossistema em
avaliacdo, ensaios agudos, cronicos e reprodutivos e, se possivel, utilizacdo de organismos

terrestres e aquaticos.
Podem utilizar-se diferentes organismos do solo:

- Microrganismos do solo: estes ensaios avaliam processos como a mineralizagdo
do azoto e a nitrificacdo, a determinacdo da biomassa microbiana ou a atividade

enzimatica da desidrogenase;
- Mesofauna do solo: reproducéo de Enchytraeus albidus e de Folsomia candida;

- Macrofauna do solo: mortalidade, reproducéo e percentual de fuga (evitamento)

de Eisenia fetida;

- Plantas: emergéncia e crescimento de mono e dicotileddneas.

2.4.10.1. Influéncia da qualidade do solo no desenvolvimento das plantas

A necessidade de entender e avaliar a qualidade do solo tem sido apontada como
um dos principais compromissos da ciéncia do solo. Através deste estudo pode-se avaliar o
grau de contaminacdo de determinado solo, avaliar 0 uso correto para determinada area,

definindo préticas e sistemas de manejo capazes de manter ou melhorar a sustentabilidade
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dos sistemas agricolas (CARDOSO et al., 2013; LIMA et al., 2013; CHERUBIN et al.,
2015). A qualidade do solo pode ser determinada pela integracdo das propriedades fisicas,
quimicas e biologicas do solo, proporcionando condi¢des adequadas para o crescimento e
desenvolvimento das plantas e para a manutencdo da diversidade de organismos que
habitam o solo (CHERUBIN et al., 2015).

Contaminagdes ocorridas no solo podem promover compactacao do solo, causando
uma maior resisténcia fisica ao crescimento das raizes e decréscimo do potencial de agua,
falta de oxigénio e elevadas concentracbes de etileno na zona radicular, gerando
modificacfes morfoldgicas e fisioldgicas nas plantas na busca por uma adaptacdo. Essas
alteraces podem provocar alteracfes na germinacao, no nimero de ramos por planta, no
numero de nos férteis, na altura de planta, no comprimento radicular, no diametro do caule,
no acumulo de matéria seca, no numero de vagens por planta e no nimero de graos por
vagem, podendo provocar modificagdes no potencial produtivo das culturas (JIMENEZ et
al., 2008).

A contaminacédo do solo com derivados do petréleo pode causar estresse na camada
de vegetacdo, afetando o seu desenvolvimento. Os sintomas mais comuns e mais
importantes observados em plantas contaminadas por hidrocarbonetos séo a erosao da cera
epicuticular (BAKER, 1970), degradacdo da clorofila (BAKER, 1970; MALALLAH et al.,
1996; MALALLAH et al., 1998), alteracbes no mecanismo estomatico (BAKER, 1970;
BUJOKAS, 2001), distarbios na fotossintese e respiracdo (BAKER, 1970; LARCHER,
2000), aumento das taxas de fitormonios relacionados ao estresse (LARCHER, 2000),
acumulacdo de substancias toxicas ou de seus derivados nos tecidos vegetais (BAKER,
1970; LARCHER, 2000), entre outros. WILLIAM et al. (1982) analisaram o efeito do solo
contaminado por petréleo na germinacdo e estabelecimento das plantulas e verificaram que

esse pode atrasar o estabelecimento de plantulas por décadas.

QUITERIO (2010) verificou a possibilidade de deteccdo de alteragBes botanicas
relacionadas a presenca de gasolina e dleo diesel no solo, através das respostas espectrais
de trés espécies vegetais (Brachiaria brizantha — braquiaria, Neonotonia wightii — soja
perene e Eucalyptus camaldulensis — eucalipto), no intervalo de 400 a 2500 nm do espectro
eletromagnético. Os resultados mostraram que as trés espécies vegetais apresentaram
alteracdes espectrais e morfo-fisioldgicas relacionadas a presenca de gasolina e diesel no

solo, porém, cada qual com volume de hidrocarbonetos e tempo de exposi¢éo distinto.
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MAGALHAES et al. (2011) investigaram os impactos causados pelos combustiveis
(6leo diesel e gasolina) em cinco espécies vegetais (Phaseolus vulgaris - feijdo,
Neonotonia wightii - soja perene, Zea mays - milho, Saccharum spp - cana-de-aglcar e
Brachiaria brizantha - braquiaria), em um experimento em escala real onde a
contaminagdo ocorreu depois das plantas atingirem um bom nivel de desenvolvimento. Foi
possivel observar o efeito do estresse induzido por hidrocarbonetos em todas as espécies e

os resultados mostraram a maior toxidade da gasolina para todas as culturas selecionadas.

Diversas espécies de plantas que cresciam em solo contaminado por petroleo e
derivados foram analisadas por CHUPAKHINA; MASLENNIKOV, 2004 e, como
resultado foi encontrado alteragdes nas concentragdes de antocianina, acido ascorbico e
riboflavina. As plantulas com 25 dias de crescimento, germinadas em solo contaminado
por hidrocarboneto, também foram analisadas e registraram-se alteracbes na germinacéao e

formacao de eofilos.

Os efeitos da polui¢do por 6leo cru na germinacdo de Zea mays L. (Poaceae) e
Capsicum  frutescens L. (Solanaceae) foram investigados por AMAKIRI;
ONOFEGHARA, 1984. Nos dois casos a germinacdo foi inibida, porém quanto maior o
tempo ap6s a contaminagdo, menor foram os efeitos encontrados, sendo que as sementes

de C. frutescens apresentaram maior tolerancia ao poluente do que as sementes de Z. mays.

Logo, a contaminacdo do solo pode provocar variacdes em sua qualidade (fisica,
quimica ou bioldgica) causando efeitos tdxicos, desarranjo nutricional e consequente

prejuizo para o crescimento ou morte das plantas e demais organismos presentes.

2.4.10.2. Toxicidade em solo contaminado utilizando a soja (Glycine max L.)
como bioindicador

Para testes de toxicidade em solo, as interacdes entre 0s compostos quimicos e o
solo devem ser levadas em consideracdo para predizer corretamente o impacto quimico no
ambiente, pois 0s contaminantes presentes no solo podem ser adsorvidos ou liberados,
tendo efeitos toxicos diferentes. Realizar os testes utilizando plantas como bioindicadores é
interessante porque elas tém relagdo direta com a fisico-quimica do solo, com a associagao
de fauna edéafica (decomposicéo), regula o fluxo de minerais, regula as substancias
contaminantes do solo, possuem uma boa sensibilidade na indicacdo qualitativa de

presenca de substancias toxicas ou inibidores biolégicos e ainda possuem baixo custo
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(CASTRO, 2010; LOZADA, 2015). As folhas e as raizes de plantas absorvem sais
minerais e agua e podem ser contaminadas por metais pesados e outros elementos toxicos
contidos no solo, esses compostos entram em seus tecidos fazendo alteracbes em sua
morfologia e fisiologia mostrando os efeitos dos impactos ambientais em seu organismo
(BAGLIANO, 2012).

Os testes de toxicidade vém sendo realizados com uma ampla variedade de espécies
de plantas, como gramineas, leguminosas, hortalicas, arvores e diversas outras
monocotileddneas e dicotiledéneas, a fim de investigar a remocao de poluentes organicos e
Inorganicos perigosos, onde estdo inclusos: metais pesados, solventes clorados, pesticidas,
hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos HPAs, bifenilas policloradas e radionuclideos
(AGUIAR et al., 2012). No entanto, ainda ndo existe uma espécie que atenda 0s requisitos

necessarios para todos o0s ecossistemas.

A soja tem sido empregada como bioindicador em estudo de fitotoxicidade,
fitorremediacdo e em testes de toxicidade, é originada de clima temperado, com ampla
adaptacdo aos climas subtropicais e tropicais ¢ uma planta autdbgama anual, pertencente a
familia Fabaceae, género Glycine e espécie Glycine max (L.) Merrill (CELLA, 2012). A
cultura da soja apresenta capacidade de se adaptar a periodos de déficit hidrico, apresenta
caracteristicas de alta plasticidade, ou seja, capacidade de se adaptar as condicBes
ambientais e de manejo, por meio de modificacbes na morfologia da planta e nos
componentes do rendimento (BARZOTTO, 2015).

SANTOS (2013) avaliou técnicas de compostagem, fitorremediacdo e
processo oxidativo para o tratamento de residuos impregnados com 6leo mineral
isolante em culturas de girassol, milheto, grama batatais/boiadeira, mamona, capim-
braquiaria, feijdo guandl, soja e sorgo. Demonstrou que o 6éleo mineral isolante nédo
promove alteracdes no ciclo de vida e ndo é letal a soja na concentracdo de 3,04% no solo.
Os autores AGUIAR et al. (2012), realizaram estudo do emprego de Glycine max cv CD
214 Br e Brachiaria brizantha cv Marandu com o intuito de avaliar o potencial de ambas
para fitorremediacdo de solo planosolo haplico contaminado por petréleo a 3%. No estudo
a soja mostrou-se mais tolerante que braquiaria a presenca do contaminante e a condi¢do

estressante promovida pelo solo contaminado promoveu altera¢es anatdmicas.

Os autores FREITAS et al. (2011), avaliaram a utilizagdo de espécies vegetais para

a remediacdo, tratamento e a descontaminagdo de solos impregnados com dleo mineral
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isolante por meio da utilizagdo da fitorremediagdo. Os dados obtidos mostram que as
espécies: girassol, milheto, grama batatais, feijdio guand( e soja apresentam grande
potencial para serem utilizadas como fitorremediadoras em solos contaminados com 6leo
mineral isolante. As plantas de mamona e sorgo nao sdo tolerantes ao solo impregnado
com 6leo mineral isolante a taxa de 3,04%, todavia conseguiram reduzir a taxa de 6leo,

inicialmente apontada.

ROSA (2006) estudou o desempenho em termos de germinacédo e de producéo de
biomassa radicular e aérea de sete espécies vegetais mamona (Ricinus communis), girassol
(Helianthus annus), soja (Glicine max), Acacia (Acacia holosericea), branquiaria
(Brachiaria brizantha), quaresmeira (Tibouchina granulosa) e leucena (Leucaeana
leucocephala) pertencentes a diferentes grupos (nativas, exdticas, oleaginosas com
potencial de producdo de biodiesel, gramineas e florestais) na presenca de dois tipos de
6leo cru em cinco concentragcBes. Mostrou que dependendo da espécie, condigdes
experimentais e da concentragdo do 6leo, 0 mesmo pode inibir, adiar ou favorecer a

germinacao, assim como a producédo de biomassa.

Esta tese tem como objetivo analisar diferentes dosagens de fluido dielétrico
vegetal e mineral no solo e no meio aquatico, a fim de identificar os efeitos deletérios no
desenvolvimento das espécies estudadas, bem como uma avaliagdo comparativa da
toxicidade desses fluidos dielétricos. Pois, apesar de todos os avangos obtidos até o
momento para mostrar que o fluido dielétrico vegetal possui caracteristicas fisico-quimicas
mais adequadas que o mineral e por ser recente sua introducéo no setor elétrico, ainda ndo

ha pardmetros para a toxicidade dos mesmos.

No presente trabalho, as espécies Danio rerio e Artemia salina foram testadas com
0 intuito de se conhecer a toxicidade dos fluidos dielétricos estudados, levando em
consideracdo a menor diluicdo que causou letalidade em 50% dos organismos (CLsp). As
caracteristicas fitotécnicas da soja (Glycine max L.) foram avaliadas com a finalidade de
analisar sua resisténcia a solos contaminados por fluidos dielétricos. Foram realizadas
analise da composicdo quimica e de degradacdo de Gleos e graxas no solo bem como a
biodegradabilidade, a fim de verificar o efeito deletério desses fluidos no solo, além de

verificar se 0 tempo apos a contaminacdo diminui esse efeito.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1.Fluidos Dielétricos

Para o estudo da biodegradabilidade imediata foram estudados cinco fluidos
dielétricos utilizados em transformadores: quatro deles com base em éleo vegetal (crambe,
soja (W3), canola (W6) e girassol (W9)) e o quinto fluido utilizado foi a base de dleo
mineral (Lubrax). Para os ensaios de toxicidade aguda com os organismos Danio rerio e
Artemia salina e para os ensaios de toxicidade em solo utilizando a soja (Glycine max L),
foram usados o fluido dielétrico vegetal de soja (W3) e o mineral (Lubrax). O fluido
dielétrico vegetal de soja foi escolhido, por ser o mais utilizado, devido ao baixo custo e

alta eficiéncia. O fluido dielétrico vegetal e mineral foram adquiridos comercialmente.

Todos os fluidos vegetais pertencem a Agbioeletric® e sdo denominados W3 (soja),
W6 (canola), W9 (girassol) e crambe. Possuem base derivada de 99% de Oleo de
semente / grdos e menos de 1% de aditivos, conforme descrito na norma técnica
Agbioeletric (AGBIO, 2017) a sua caracterizacdo fisico-quimica atende 0s ensaios
descritos na norma ABNT - NBR 15422 (2015). O 6leo mineral utilizado foi o Lubrax AV
66 IN da empresa Petrobras Distribuidora S.A, de acordo com a ficha de informacdes de
seguranca de materiais, este 6leo mineral é composto por destilados nafténico hidrotratado
leve (70-100% w, CAS No. 64742-53- 6), destilado de petroleo hidrotratado médio (25%
w, CAS # 64.742-46-7) e inibidor antioxidante BHT (0,30% m) a sua caracterizacdo atende
as exigéncias da Resolucéo ANP n° 36 (2008), norma que o regulariza.

3.2.Avaliacéo da Biodegradabilidade Imediata

O teste de biodegradabilidade imediata foi realizado no Bioagri Ensaios e Testes de
Saneantes e Cosméticos Ltda em Charqueada — SP e a metodologia utilizada seguiu a
Organization for Economic Cooperation and Development (OECD 301 B, 1992). Essa
metodologia avaliou a biodegradacdo dos fluidos dielétricos pela acdo de microrganismos
que transformou a amostra em gas carbonico, medido indiretamente por titulometria. O gas
carbénico monitorado foi calculado para determinar sua producdo durante o teste de
biodegradabilidade e os valores acumulados foram comparados aquele teoricamente

esperado a partir da composi¢do, em carbono, da amostra.
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Os fluidos dielétricos testados foram os seguintes: W3, W6, W9, crambe e Lubrax.
Antes de iniciar o teste de biodegradabilidade imediata, realizou-se a analise elementar do

teor de carbono dessas amostras.

3.2.1. Anélise elementar do teor de carbono

3.2.1.1.Procedimento analitico

De acordo com a OECD 301 B (1992) o pré-requisito para se iniciar o teste de
biodegradabilidade imediata é o conhecimento do teor de carbono total de cada um dos
materiais em estudo. Para esta analise o equipamento utilizado foi o Elemental Analyzer
modelo 2400 CHN, marca Perkin Elmer. Este equipamento permite determinacdes rapidas
das percentagens de carbono, hidrogénio e nitrogénio presentes tanto em amostras
orgénicas quanto inorganicas, estando nas formas liquidas, gasosas ou solidas. Para o
preparo das amostras dos fluidos dielétricos, pesou-se em duplicata, 1,1000 + 0,1000 mg
dos 6leos utilizando uma cépsula de lata. Depois de dobrar a capsula (parecendo uma folha
de lata envolvida), as amostras foram colocadas no auto-amostrador do equipamento,
sendo submetida a combustdo a 925 °C na presenca de oxigénio puro. O resultado foi
expresso em percentual. As condic¢Bes analiticas utilizadas no equipamento encontram-se
na Tabela 3.1.

Tabela 3.1 - Condigdes operacionais do equipamento Elemental Analyzer

Parametros
Detector TCD (detector de condutividade térmica)
Temperatura de combustdo 925°C
Temperatura de reducao 640°C
Pureza minima dos gases He (99,995%), O, (99,995%) e N (99,0%)
Padréo de referéncia Acetanilida
Vazéo dos gases de arraste 1,0 mL min™
Tempo de analise por amostra 8 a 10 minutos
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3.2.2. Preparo do ino6culo
3.2.2.1.Preparo das solucdes

- Solucdo nutriente: Para o preparo da solucdo-tampéo foi utilizado o reagente fosfato de
sodio 0,2 M. O tampéo foi preparado conforme DEUTSCHER, SIMON & ABELSON
(1990), onde o pH ficou em 7,4. As quantidades de nutrientes utilizados para o preparo da
solucdo foram baseadas no meio Czapeck modificado (HASAN, 2002), para um volume
final de liquido (solucdo-tampéo) de 500 mL. Composicéo da solucéo nutriente: 6,25 g de
K2HPO4; 1,00 g de NaNOg; 1,50 g de Ureia; 0,40 g de MgSQO,; 0,25 g de ZnSQy; 0,25 g
de FeSQy,; 0,10 g de MnSOs,.

- Agar padrdo - Plate Count Agar (PCA): (a) O Agar Padrdo utilizado foi da marca
Acumedia, sua férmula contém: digestdo enzimatica de caseina (5g), extrato de levedura
(2,50), dextrose (glicose) (1g) e Agar (15g); (b) Pesou-se 23,59 do Agar Padréo e dissolveu
em 1 litro de agua destilada e deionizada. Este foi aquecido e agitado frequentemente por 1
minuto para dissolver completamente o meio. Em seguida foi colocado em autoclave a
121°C por 15 minutos.

3.2.2.2.Procedimento analitico

Coletou-se na estacdo de esgoto doméstico de Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil, uma
mistura de microrganismos de esgoto, em alta concentracdo de material organico onde essa
mistura foi homogeneizada e deixada em repouso por 30 minutos para decantacdo. O
sobrenadante passou por peneira de 100 mesh para remover as particulas mais grossas. Na
sequéncia 600 mL do material peneirado foi centrifugado em tubos de centrifuga modelo
NT 825, marca Novatecnica com forca maxima de 4.000 xg, a temperatura de 4 °C por 20
minutos. O sobrenadante foi entdo descartado e o precipitado foi suspenso em 100 mL de
solucdo nutriente para obtencdo do indculo para teste. Ap6s homogeneizacdo foram
transferidos 10 mL dessa suspensdo (indculo) por litro de solucdo nutriente para cada

frasco ambar a ser empregado no teste.

A determinagdo do nimero de microrganismos viaveis foi feita pelo método pour
plate. Transferiu-se com auxilio de uma pipeta estéril, 1 ml do in6culo para uma placa de

Petri vazia e estéril, abrindo as placas apenas o suficiente para inserir a pipeta. O indculo
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foi depositado fora do centro da placa, pois facilita a posterior mistura com o meio de
cultura. Adicionou-se 12 a 15 mL do Agar padrdo - Plate Count Agar (PCA), mantido em
banho-maria a 50°C (para impedir a solidificacio) sobre as placas inoculadas no momento
do plaqueamento e, evitaram-se movimentos bruscos para nao formar bolhas. Misturou-se
0 meio com o indculo suavemente, com movimentos circulares oito a dez vezes no sentido
horério e oito a dez vezes no sentido anti-horéario. A movimentacgdo das placas foi realizada
cuidadosamente, para evitar respingos de meio nas bordas ou nas tampas. Para facilitar esta
etapa do trabalho, utilizaram-se placas altas (20 x 100 mm). Apos solidificacdo do agar, a
placa foi incubada em estufa bacteriologica modelo NI 1525i, marca Nova Instruments a
37°C por 48 horas. Apds 48 h fez-se a contagem das unidades formadoras de coldnias por
unidade de volume (UFC/mL). E necesséario que estes valores sejam, no minimo 10°
UFC/mL.

3.2.3. Acompanhamento dos Testes de Biodegradabilidade Imediata: Método
OECD 301 B: CO2 Evolution Test

Para os testes empregou-se um sistema de aeragdo de fluxo continuo de acordo com
0 esquema mostrado na Figura 2.4, no qual se utilizou ar comprimido para suprir o

metabolismo aerdbio de microrganismos nos diferentes frascos &mbar reagentes (5 L).

Para remover o CO, que poderia estar presente no ar comprimido que chega ao
sistema, adaptou-se frascos plasticos de 1 L interligados em série, contendo 700 mL de
solucdo de NaOH a 10 M. Deste modo, evitou-se que o dioxido de carbono existente no ar
fosse erroneamente analisado como resultado da metabolizacdo do material. A vaz&o de ar
foi controlada entre 50 e 100 mL/min. Os frascos ambar reagentes (5 L) foram
completados com os seguintes tratamentos (Tabela 3.2):

Tabela 3.2 - Tratamentos utilizados no experimento de biodegradabilidade com suas
respectivas composicoes

Tratamentos Branco Padrao Substéancia Ensaio de
biodegradével teste Inibigdo
Solugdo nutriente 3L 3L 3L 3L
Inéculo 30 mL 30 mL 30 mL 30 mL
Substancia teste
(W3, W6, W9, crambe e * * 10mg del 10 mg del
! L’ubra;<) carbono L~ carbono L~
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Tabela 3.2 - Tratamentos utilizados no experimento de biodegradabilidade com suas
respectivas composicoes (continuagao)

Padrédo biodegradavel - 20 mg de - 20 mg de
(Benzoato de s6dio) carbono L™ carbono L™
Repeticdo Duplicata Duplicata Duplicata Duplicata

O tratamento com o branco foi realizado para verificar a producdo de CO,
relacionada com a atividade do préprio indculo e possivel entrada de CO, no sistema, 0
tratamento com o padrdo biodegradavel visa & comprovacao da viabilidade e atividade do
indculo, o tratamento com a inibicdo visa verificar se a substancia teste apresentava efeitos
deletérios aos microrganismos e o tratamento com a substancia teste € a que vai ser testada

a biodegradabilidade.

Todos os tratamentos receberam o indculo 24 horas antes da adi¢do da substancia
teste para adaptacdo. Em seguida, montou-se um sistema de absorcdo de CO,, o qual
consistiu em ligar em linha, a saida de ar de cada frasco ambar reagente. O CO; resultante
da metabolizacdo da amostra foi coletado por uma série de 3 frascos absorvedores de gas
de 125 mL, contendo 100 mL de solucdo de Ba(OH), a 0,0125 N. O experimento foi

conduzido no escuro, & temperatura de 20 a 25 °C durante 28 dias.

A medida que o di6xido de carbono é coletado nestes frascos, forma-se BaCO; e 0
hidroxido de bario residual foi entdo titulado manualmente com HCI a 0,05 N, utilizando
como indicador fenolftaleina 0,04% em etanol a 70%. Apds a titulacdo do primeiro frasco,
os dois frascos posteriores passaram para a primeira e segunda posi¢do, respectivamente. A
terceira posicdo era entdo preenchida por um novo frasco, contendo nova solucdo de
Ba(OH)..

As titulagBes no inicio do teste foram realizadas em intervalos aproximados de 3
em 3 dias e, apos 10 dias de ensaio, foram feitas de 5 em 5 dias. Dos valores de HCI,
gastos na titulacdo de cada frasco contendo padrdo e amostras, foram descontados o valor
do branco e este novo valor foi multiplicado pelo fator 1,10, para se obter o total de CO,
desprendido, de acordo com a norma (Equagéo 3.1).

mgC0, = (mL de HCI (diferenca) x 1,10 mg.mL™* (3.1)

A cada titulagdo somou-se a nova diferenca ao valor obtido anteriormente, de

maneira que ao final de 28 dias da duracéo do teste, tinha-se um valor acumulativo de CO,.

45



Cada valor acumulado, obtido ao longo das titulagdes, foi dividido pelo total de
CO, tedrico esperado para a biodegradacdo total do produto e multiplicado por 100

(Equacéo 3.2).
%C0,- = () x100 (3.2)

Onde

%CO,.; = porcentagem de degradacdo da substancia ensaiada, num determinado tempo de

incubacéo (dias).

Cd = quantidade totalizada de CO, (mg) desprendido num determinado tempo de

incubacdo (dias) para a substancia testada.

Ct = quantidade de CO, (mg) teoricamente esperada para a oxidagcdo completa da
quantidade de substancia testada.

3.3.Ensaios toxicoldgicos com organismos aquaticos

Para os estudos da toxicidade aguda com os organismos Danio rerio e Artemia
salina foram realizados dois experimentos distintos. No primeiro experimento 0s
organismos foram expostos em contato direto as diferentes concentracbes de fluido
dielétrico W3 e Lubrax (g L™). No segundo, foram expostos a fracio sol(ivel em agua
(FSA) dos fluidos dielétricos testados (%), ambos os experimentos foram sem renovacao
da solucdo. As fracBes sollveis em agua do fluido dielétrico W3 e Lubrax utilizadas no

ensaio com o Danio rerio foram submetida a cromatografia gasosa.

3.3.1. Preparo da fracdo solivel em agua (FSA)

O preparo da fracdo seguiu as recomendacdes apresentadas na norma NBR 15469
(ABNT, 2015b). A finalizacdo do preparo da fracdo (FSA) ocorreu na data do ensaio. Em
um recipiente de vidro foi adicionado um volume na propor¢do de uma parte de amostra
para nove partes de agua de diluicdo (1:9). O recipiente foi fechado, em seguida colocado
em agitador magnético e ajustada a velocidade de agitacdo de forma que o vértex formado
ndo ultrapasse 25% da altura da coluna de liquido. O recipiente foi mantido ao abrigo da
luz e em agitacdo por 20 horas. Apos o término da agitacdo foi deixado em repouso por 1
hora. Em seguida foi drenada somente a fase aquosa. O extrato recolhido foi mantido sob

agitacdo lenta, no agitador magnético, durante a retirada das aliquotas necessarias ao

46



ensaio toxicoldgico. Para os ensaios com o Danio rerio a FSA e as diluigdes foram
realizadas com agua de diluigdo e para os ensaios com Artemia salina a FSA e as dilui¢es

foram realizadas com solucdo salina na concentracdo de 3,5% (m/v).

3.3.2. Ensaio de toxicidade aguda com organismos Danio rerio
3.3.2.1.Local de realizacao dos testes

O teste de toxicidade aguda com o peixe Danio rerio foi realizado no laboratério
Aplysia Tecnologia para 0 Meio Ambiente em Vitdria — ES, em sala aclimatada, com
manutencdo de temperatura ambiente (23 + 1 °C) e controle do fotoperiodo (16 horas de
luz). A metodologia utilizada seguiu a Organization for Economic Cooperation and
Development (OECD 203, 1992).

Neste estudo foi utilizado o ensaio estatico com duracdo de 96 horas, onde o0s
organismos foram expostos no primeiro experimento as diferentes concentracdes (g L™) de
fluido tipo W3 e tipo Lubrax e no segundo experimento foram expostos a fracdo soltvel
em agua (%) dos fluidos dielétricos testados, ambos os testes foram realizados sem
renovagdo da solucdo, com o intuito de se conhecer a faixa aproximada de toxicidade dos
fluidos dielétricos estudados para a espécie Danio rerio. Levou-se em consideracdo a

menor diluicdo que causou letalidade em 50% dos peixes (CLsp).

A Figura 3.1 mostra resumidamente as etapas utilizadas para os dois ensaios de
toxicidade aguda com o Danio rerio.

— Ensaios
Chegada dos Acllma,ga_o preliminares com 0s

peixes —> | hoeaquano | ————>1  flyidos dielétricos

(12 dias) (g L™" e % (m/m))

(96 horas)
Ensaio de
sensibilidade |¢
(48 horas)

Ensaios definitivos
com os fluidos
dielétricos
(g L' e % (m/m))
(96 horas)

N

Figura 3.1 - Resumo das etapas dos experimentos de toxicidade aguda com o Danio rerio
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3.3.2.2.Preparo da agua de diluigéo

A agua de diluicao utilizada para aclimatacdo e execucdo dos testes de toxicidade
foi natural, proveniente de poco artesiano (sem cloro), com dureza controlada entre 40 mg
e 48 mg de CaCOs/L e foi coletada periodicamente em bombonas de plastico com
capacidade para 40 L e levada ao laboratorio onde foi filtrada para remocdo de material
particulado e organismos (filtro de carvdo ativado e ultravioleta), permanecendo
armazenada em barrilhetes até o0 momento da sua utilizacdo. A agua foi aerada por pelo
menos 12 horas antes do inicio dos testes para saturacdo de oxigénio e estabilizacdo do pH
que variou entre 7 a 7,5.

3.3.2.3.Andlises fisico-quimicas da agua de diluicéo

As seguintes varidveis fisicas e quimicas da agua foram mensuradas no inicio e a
cada 24 horas, durante o experimento: oxigénio dissolvido, pH, temperatura e
condutividade elétrica e foram obtidos com o medidor Multiparametro modelo AKS88,

marca AKSO. As faixas de trabalho do equipamento encontram-se na Tabela 3.3.

Tabela 3.3 - Faixas de trabalho do equipamento

Parametros Faixa de medicdo Resolugéo
Oxigénio dissolvido 0a 30 mg/L 0,1 mg/L
pH 2al2 0,01
Temperatura 0a60°C 01
Condutividade elétrica 0a199,9 uS/cm 0,1 uS/cm

A analise de dureza da agua também foi realizada no inicio e a cada 24 horas com
um medidor de dureza modelo HI 96735C, marca Hanna Instruments com faixa de
medicdo de 0 a 750 mg/L e resolucdo de 1 mg/L de 0 a 100 mg/L e 5 mg/L de 100 a 750
mg/L.

3.3.2.4.Aclimacéo do organismo teste

A espécie de peixe empregada neste estudo foi o Danio rerio (Cyprinidae), o lote
dos individuos utilizados possuiam comprimento médio de 2,07 £ 0,08 cm e peso médio de

0,182 £ 0,015 g e foram adquiridos comercialmente. Antes do inicio dos ensaios, 0s peixes
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foram aclimatados as condicGes de realizacdo dos testes de toxicidade aguda por doze dias
em agua de diluicdo (dureza de 40-48 mg de CaCOs/L), em aquérios de vidro com
capacidade de 50 L, com fotoperiodo de 16 horas de luz e aeracdo constante. O pH foi
mantido em 7, a temperatura ficou em 23 + 1 °C e o0 oxigénio dissolvido ficou entre 6 a 8
mg/L. Os peixes foram alimentados com ragdo comercial duas vezes ao dia (pela manha e

ao final da tarde) e a alimentacgdo se deu até 24 horas antes do teste ser iniciado.

A limpeza dos aquarios de aclimatacéo foi feita diariamente por sifonamento e a
agua foi renovada sempre que se julgava necessario para a manutencao da faixa adequada

de pH e oxigénio dissolvido.

Os peixes foram observados todos os dias e organismos mortos ou com
comportamento anormal (perda de equilibrio, auséncia de movimentos respiratérios,
pigmentacdo, etc.) foram removidos imediatamente apds a observacdo. Se depois desse
periodo de aclimacdo fossem observados sinais vitais positivos (mobilidade, coloracao
etc.) e a mortalidade fosse menor que 5%, o lote de peixes era considerado viavel e poderia

ser utilizado nos testes.

3.3.2.5.Ensaios preliminares com o Danio rerio

Foi realizado ensaio preliminar para estabelecer um intervalo de solucdo-teste a ser
utilizado no ensaio definitivo. Foram preparadas concentragdes (g L™) dos fluidos
dielétricos W3 e Lubrax e a FSA (%) dos mesmos com o intuito de conhecer a
concentracdo que causa mortalidade a 100% dos organismos e a concentracdo onde nao
ocorre letalidade. A faixa de concentracGes utilizada nos testes foi determinada ap6s uma
bateria de experimentos preliminares, além do conhecimento dos resultados dos estudos do
laboratério. Neste trabalho serdo apresentadas apenas algumas das concentracdes

analisadas.

Para 0 ensaio preliminar com as concentracfes dos fluidos dielétricos foi preparado
um controle, contendo somente &gua de diluicdo e 0s organismos teste, oito e seis

concentracgdes, respectivamente, sendo elas:
- Fluido dielétrico Lubrax: 0,625; 1,25; 2,5; 5; 10; 20; 40 e 60 g L™.

- Fluido dielétrico W3: 0,0625; 0,125; 0,25; 0,5; 1e2 g L™
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Para os ensaios com a FSA dos fluidos dielétricos, foi preparado um controle,
contendo somente agua de diluicdo e os organismos teste e cinco FSA, as porcentagens

utilizadas foram:
- Fluido dielétrico Lubrax e W3: 0,39; 1,56; 6,25; 25 e 100% (m/m).

Os ensaios preliminares foram conduzidos nas mesmas condi¢cGes dos ensaios

definitivos descrito no item 3.3.2.7.

3.3.2.6.Teste de sensibilidade com o Danio rerio

Para garantir a validacdo dos testes de toxicidade aguda realizou-se o teste de
sensibilidade do lote de Danio rerio com a substancia referéncia cloreto de potassio (KCI)
seguindo recomendacdo de ZAGATTO & BERTOLETTI (2008). Os organismos foram
expostos a essa substancia nas concentracdes de 0,38; 0,506; 0,675; 0,9 e 1,2 g L™
(concentrag0es ja utilizadas pelo laboratorio) e os testes foram feitos em triplicata.

O teste de sensibilidade foi realizado em paralelo aos testes de toxicidade aguda, a
fim de se obter resultados comparaveis, isto é, que apresentem boa precisdo analitica,
aumentando a confiabilidade dos dados gerados no laboratorio. Os testes foram conduzidos
sob as mesmas condicGes dos ensaios definitivos descrito no item 3.3.2.7, por um periodo
de 48 horas.

Apds o término do experimento, observou-se a letalidade em cada concentracdo e
foi calculada a CLsg € 0 intervalo de confiancga, expressando os resultados de sensibilidade

através da construcdo da carta de controle (grafico x (média) e S (desvio padréo)).

3.3.2.7.Ensaios definitivos com Danio rerio

Com base na mortalidade observada nos ensaios preliminares foi definida a faixa de

concentracdo dos fluidos dielétricos para os ensaios definitivos.

Para o experimento onde os organismos foram expostos em contato direto com as
concentracdes dos fluidos (g L™) foi preparado um controle contendo somente &gua de
diluicdo e os organismos teste, além de sete concentragdes diferentes do fluido dielétrico

Lubrax e seis do fluido dielétrico W3, sendo elas:
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- Fluido dielétrico Lubrax: 0,781; 1,562; 3,125; 6,25; 12,5;: 25e 50 g L™.
- Fluido dielétrico W3: 0,075; 0,15; 0,3; 0,6;09e 1,2 g L™

No experimento onde os peixes foram submetidos a fracdo solivel em agua dos
fluidos dielétricos foi preparado um controle, contendo adgua de diluicdo e os organismos

teste e as porcentagens utilizadas foram as seguintes:

- Fluido dielétrico Lubrax e W3: 0,195; 0,39; 0,78; 1,56; 3,12; 6,25; 12,5; 25; 50 e 100%

(m/m).

Para cada concentracao e controle foram adicionados 10 organismos divididos em 2
replicatas, respeitando a relacdo de 1 g de peixe/L de &gua de diluigdo. Os organismos
foram transferidos para aquérios com capacidade de 5 litros e enchidos com 2,5 litros de
agua de diluicdo de forma aleatdéria, com fornecimento de oxigénio de 6 a 8 mg/L, em
ensaio estatico, sem renovacgdo de solucdo, por um periodo de 96 horas. Foram mantidos
com fotoperiodo de 16 horas de luz, temperatura variando em 23 + 1°C e pH entre 7 e 8,

sem fornecimento de alimento.

A mortalidade dos peixes para cada concentracdo estudada foi registrada apds 24,
48, 72 e 96 horas, foram considerados mortos 0s peixes que nao demonstraram reacdo apos
serem tocados no pedinculo caudal. Os resultados foram considerados validos se, no
término do periodo de ensaio, a porcentagem dos organismos mortos no controle ndo
excedia 10% (OECD 203, 1992).

Os parametros fisico-quimicos, como oxigénio dissolvido, pH, temperatura, dureza
e condutividade elétrica foram monitorados a cada 24h até o final dos ensaios, pois podem
afetar o andamento do teste.

Ao final dos ensaios, foi calculada a média aritmética da porcentagem de letalidade
para cada concentracdo em relacdo ao numero total de organismos utilizados e entdo
calculada a CLso que provocou efeito agudo em 50% dos organismos no periodo de 96

horas.

A Tabela 3.4 apresenta um resumo das condicdes gerais do teste de toxicidade

aguda com o Danio rerio.
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Tabela 3.4 - Resumo das condicGes de teste de toxicidade aguda com Danio rerio.
CondicOes-teste

Sistema de teste estatico, sem renovacéo de agua de diluicao
Duragdo do teste 96 horas
Agua de diluicio natural, com dureza de 40-48 mg de CaCOa/L
Tamanho do frasco-teste 5 litros
Volume final 2,5 litros
Renovacdo da amostra-teste nédo

0 3 L sete (Lubrax), seis (W3),
N" de concentragdes (g L™)

mais controle

NC de FSA (%) dez (Lubrax e W3), mais controle
N° de organismos/recipiente 10
N° de réplicas 2
Alimentacéo nenhuma
Fotoperiodo 16 horas de luz
Temperatura 23+1°C
Oxigénio dissolvido 6-8 mg/L
pH 7-8
Critério de avaliagdo de efeito mortalidade
Expressdo dos resultados CLso (mg/L)
Critério de aceitacdo do teste > 90% de sobrevivéncia dos organismos-controle

3.3.2.8.Andlise cromatografica da fracdo solavel em agua dos fluidos dielétricos

A andlise cromatografica da fracdo sollvel em éagua foi realizada no laboratério
Bioagri Ambiental Ltda em Piracicaba — SP. Para o ensaio foi utilizada a mesma amostra
da fracdo sollvel em agua do fluido dielétrico W3 e Lubrax empregada no ensaio de

toxicidade com o organismo Danio rerio.

Para a FSA do fluido dielétrico Lubrax analisou-se 0s n-alcanos n-Cg a C3s € para a
FSA do fluido dielétrico W3 o0s n-Cg a n-Cs3. Para a determinacéo dos n-alcanos utilizou-se
a metodologia Environmental Protection Agency 8015C (EPA, 2007a) e para 0 preparo
adotou-se o Environmental Protection Agency 3550C (EPA, 2007b). As descricBes das
metodologias de analises encontram-se no Anexo 01.

Para encontrar a solubilidade das amostras dos fluidos dielétricos na FSA,

considerou-se o sistema como solug&o ideal e utilizou-se a seguinte relacdo (Equacéo 3.3):

Smistura = ?=Cl W;. S (33)
Onde:
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Smistura = SOlubilidade da mistura (amostra) em agua (mg/L)

Wi = érea relativa (%)

Si = referéncia de solubilidade em &gua para o0 componente puro (mg/L)
Wi.Si = quantidade de componente na mistura (mg/L)

As solubilidades em agua para 0s componentes puros sao apresentadas no Anexo
03.

3.3.3. Ensaio de toxicidade aguda com organismo Artemia salina

3.3.3.1.Local de realizacao dos testes

O teste de toxicidade aguda com Artemia salina foi realizado no laboratério
Aplysia Tecnologia para 0 Meio Ambiente em Vitoria — ES e a metodologia adotada foi a
de MEYER et al. (1982) adaptada por NASCIMENTO et al., (2002). Os organismos foram
expostos no primeiro experimento a diferentes concentracdes (g L™) de fluido dielétrico
W3 e Lubrax e no segundo experimento foram expostos a fracdo sollvel em agua (%) dos
fluidos dielétricos testados, a fim de se determinar a faixa aproximada da concentracéo que
causa 50% de mortalidade (CLso) para a espécie Artemia salina, apos exposicdo de 48

horas nas condigdes do teste.

A Figura 3.2 mostra resumidamente as etapas utilizadas para os dois ensaios de

toxicidade aguda com o Artemia salina.

Ensaios definitivos
com os fluidos
dielétricos
(L™ e %)

(48 horas)

Chegada dos Ecloséo dos Ensaios preliminares
cistos de - 5 cistos e com os fluidos

Artemia salina (48 dias) dielétricos
: (9L e %)
(48 horas)

Ensaio de

sensibilidade | <€
(48 horas)

Figura 3.2 - Resumo das etapas dos experimentos de toxicidade aguda com a Artemia

salina
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3.3.3.2.Preparo da agua de diluigdo: solucdo salina

A solucdo salina para a execucdo dos testes de toxicidade foi preparada na
concentracdo de 3,5% (m/v). Para isso pesou-se 23 g de NaCl, 11,0 £ 0,1 g de
MgCl,.6H,0, 4,0 + 0,1 g de Na;SO,4, 1,3+ 0,1 g de CaCl,.2H,0 e 0,7 £ 0,1 g de KCl e
adicionou a 1 litro de &gua destilada. Com uma solucdo de Na,COj3 ajustou-se o pH para

7,8 —8,2. A solucédo salina foi aerada antes do inicio dos testes para saturacdo de oxigénio.

3.3.3.3.Andlises fisico-quimicas da agua de dilui¢éo

As analises fisico-quimicas realizadas durante o experimento foram as seguintes:
salinidade, temperatura, oxigénio dissolvido e pH. Para a realizacdo dessas andlises
utilizou-se o medidor Multipardmetro modelo AK88, marca AKSO. Essas analises foram
monitoradas no inicio e no final dos ensaios. As faixas de trabalho do equipamento
encontram-se na Tabela 3.5.

Tabela 3.5 - Faixas de trabalho do equipamento

Parametros Faixa de medicdo Resolugéo
Salinidade 0a42 ppt 0,1 ppt
Temperatura 0a60°C 0,1
Oxigénio dissolvido 0a30 mg/L 0,1 mg/L
pH 2al2 0,01

3.3.3.4.Eclosdo dos cistos de Artemia salina

Os cistos de Artemia salina foram adquiridos comercialmente e expostos a solucéo
salina na concentracdo 3,5% (m/v), sob aeracdo constante por 48 horas. O sistema para a
eclosdo dos cistos consistiu em um béquer que foi dividido ao meio por uma placa de
polipropileno perfurada, onde os cistos foram colocados em um dos lados do sistema e do
outro lado foi colocada uma lampada incandescente de 25 W. A temperatura ficou entre
25 °C + 1 °C com iluminago constante. O sistema permaneceu sob aeragdo por 48 horas,

sendo este o tempo necessario para atingirem a fase de nauplio adequada ao teste. Apds 48
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horas observou-se que 0s nauplios migraram para o lado da luz e os mais resistentes foram

utilizados no ensaio de sensibilidade e de toxicidade aguda (Figura 3.3).

B

<> N/ BOMBA

Figura 3.3 - Sistema para eclosédo dos cistos de Artemia salina

3.3.3.5.Ensaios preliminares com a Artemia salina

Para estabelecer um intervalo de solucdo-teste a ser utilizado no experimento
definitivo realizaram-se ensaios preliminares. A faixa de concentragbes dos fluidos
dielétrico utilizada foi obtida ap6s uma série de experimentos preliminares, além dos dados
ja existentes no laboratério, com o intuito de conhecer a concentragdo que causa
mortalidade a 100% dos organismos e a concentracdo onde ndo ocorre letalidade. O
presente trabalho apresentara apenas algumas das concentracdes que foram analisadas nos

testes preliminares.

Para os ensaios preliminares com as concentracdes (g L™) dos fluidos dielétricos
foram preparados o controle, contendo somente solucdo salina e as Artemias, seis e cinco

concentragdes diferentes do fluido dielétrico Lubrax e W3, respectivamente, sendo elas:
- Fluido dielétrico Lubrax: 0,125; 0,5; 2; 8; 32 e 96 g L ™.
- Fluido dielétrico W3: 0,05; 0,1;0,4; 1,6 e 64 g L.

Para os ensaios com a FSA (%), foi preparado um controle, contendo solugéo salina
e 0s organismos teste e seis FSA diferentes dos fluidos dielétricos, as porcentagens

utilizadas foram:
- Fluido dielétrico Lubrax e W3: 0,195; 0,39; 1,56; 6,25; 25 e 100% (m/m).

Os ensaios preliminares foram conduzidos nas mesmas condi¢Ges dos ensaios

definitivos descrito no item 3.3.3.7.
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3.3.3.6.Teste de sensibilidade com a Artemia salina

Para que a sensibilidade do lote das Artemias utilizadas no presente estudo pudesse
ser verificada, foram realizados testes com a substéncia de referéncia dodecil sulfato de
sodio (DSS) seguindo recomendacdo de ZAGATTO & BERTOLETTI (2008). Foi
preparada uma solucdo-estoque de 100 mg/L com DSS (Ci2H2sNaO,S), diluido em agua
destilada e as concentracdes utilizadas no teste foram as seguintes: 1; 2; 4 e 8 mg/L

(concentracg0es ja utilizadas pelo laboratdrio). Os testes foram realizados em triplicata.

Os testes de sensibilidade sdo realizados para se obter uma maior confiabilidade dos
dados gerados no laboratorio e foram feitos em paralelo aos testes de toxicidade. Os
ensaios foram conduzidos sob as mesmas condi¢des dos ensaios definitivos descrito no

item 3.3.3.7, por um periodo de 48 horas.

Apos o término do experimento, foi observada a letalidade em cada concentragdo e
calculada a CLsp € o intervalo de confianca, expressando os resultados de sensibilidade

através da construcdo da carta de controle (gréfico x (média) e S (desvio padréo)).

3.3.3.7.Ensaios definitivos com a Artemia salina

Os testes definitivos foram realizados usando como referéncia as concentragdes
fornecidas nos testes preliminares. No primeiro ensaio definitivo foi preparado um controle
contendo somente solucio salina e os organismos teste, além de nove concentragdes (g L™)

de fluido dielétrico Lubrax e sete de fluido dielétrico W3, sendo elas:
- Fluido dielétrico Lubrax: 0,25; 0,5; 1; 2; 4; 8; 16; 32 e 64 g L™.
- Fluido dielétrico W3: 0,075; 0,15; 0,3; 0,6; 1,2; 1,8 e 2,4 g L™

No segundo experimento, contendo a fracdo solivel em agua (%) dos fluidos
dielétricos foi preparado um controle contendo solucdo salina e as Artemias e as

porcentagens utilizadas foram as seguintes:
- Fluido dielétrico Lubrax e W3: 0,39; 0,78; 1,56; 3,12; 6,25; 12,5; 25; 50 e 100% (m/m).

Os testes foram realizados em tubos de ensaio de fundo chato com capacidade de
10 mL. Os tubos foram preparados com o controle (solugéo salina) e com a solugédo salina

mais as concentracfes dos fluidos dielétricos preestabelecidas, com quatro repeticoes.
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Apo0s a preparacao de todos os tubos, com o auxilio de uma pipeta Pasteur de diametro
adequado e ponta arredondada, colocou-se 10 nduplios de Artemia salina por tubo. O
volume final do teste foi 5 mL em cada tubo de ensaio. O teste foi mantido com
fotoperiodo de 12 horas de luz, temperatura variando em 25 + 1 °C, pH entre 7,8 a 8,2,

salinidade em 35% (m/v) e oxigénio dissolvido maior que 5 mg/L, durante 48 horas.

Apos a exposicdo de 48 horas, 0 numero de organismos mortos em cada tubo foi
quantificado com auxilio de lupa, foram considerados mortos quando ndo mostraram
nenhum movimento durante 10 segundos. Os resultados foram considerados véalidos se, no
término do periodo de ensaio, a porcentagem dos organismos mortos no controle ndo
excedia 10%.

Os parametros fisico-quimicos, como oxigénio dissolvido, salinidade, temperatura e
pH foram monitorados no inicio e no final dos ensaios, pois podem afetar o andamento do

teste.

Ao término do ensaio, foi calculada a média aritmética da porcentagem de
mortalidade para cada concentracdo em relacdo ao nimero total de organismos utilizados e
entdo calculada a CLsg que provocou efeito agudo em 50% dos organismos no periodo de
48 horas.

A Tabela 3.6 apresenta um resumo das condigOes gerais dos testes de toxicidade

aguda com o Artemia salina.

Tabela 3.6 - Resumo das condicGes de teste de toxicidade aguda com Artemia salina

Condicbes-teste

Sistema de teste estatico, sem renovacéo de solugdo salina
Duracéo do teste 48 horas
Agua de diluigio solugdo salina
Tamanho do frasco-teste 10 mL
Volume final 5mL
Renovacdo da amostra-teste néo
Idade dos organismos 48 horas

0 L nove (Lubrax), sete (W3),
N" de concentragdes (g L™) .
mais controle

N° de FSA (%) nove (Lubrax e W3), mais controle
N° de organismos/recipiente 10
N° de réplicas 4

57



Tabela 3.6 - Resumo das condicGes de teste de toxicidade aguda com Artemia salina
(continuacéo)

Fotoperiodo 12 horas de luz
Temperatura 25+1°C
Salinidade 35%
Oxigénio dissolvido 5-6 mg/L
pH 7,8a8.2
Critério de avaliacdo de efeito mortalidade
Expressdo dos resultados CLso (mg/L)
Critério de aceitacdo do teste > 90% de sobrevivéncia dos organismos-controle

3.3.4. Expressdo dos Resultados dos Testes de Toxicidade

Os resultados dos testes de toxicidade aguda para o Danio rerio e para a Artemia

salina foram expressos de acordo com os seguintes calculos:

Célculo da CLso (mg/L): concentracdo letal média, que causa efeito aguda em 50% dos
organismos teste, em exposicao de 48 horas para a Artemia salina e 96 horas para o Danio

rerio.

3.3.5. Método estatistico utilizado

Os resultados obtidos dos ensaios com o Danio rerio e com a Artemia salina nos
dois experimentos de toxicidade com os fluidos dielétricos foram submetidos a analise pelo
método Probit, descrito por BLISS (1935), e que foi empregado para estimar as
concentracOes letais médias (CLsp) dos fluidos dielétricos. A estimacdo de CLsy foi
realizada utilizando o pacote estatistico BioStat 2009 Professional 5.8.9, com limites de
95% de confiancga. Os valores da CLsg para os dielétricos brutos foram expresso em mg/L e
para a fracdo sollvel em &gua em porcentagem (%). Os gréficos referentes as curvas de
dose-resposta geradas ap6s anélise de Probit foram feitas no Origin® 8.

3.4.Ensaios de toxicidade em solo contaminado com fluidos dielétricos utilizando a
soja (Glycine max L.) como bioindicador

3.4.1. Areaexperimental e caracterizacio do solo

Os experimentos para avaliar os efeitos de toxicidade na soja plantada em solo

contaminado com diferentes concentragdes de fluido dielétrico W3 e Lubrax foram
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conduzidos em casa de vegetacdo da Fazenda Escola pertencente ao Centro Universitario
Fundagdo Assis Gurgacz, na cidade de Cascavel — PR, localizada entre latitudes de
24°56°25.39” S; 24°56°45.39” S e longitudes 53°30'9.89" O; 53°31'17.01"0O.

O solo utilizado foi coletado em area situada no perimetro da Fazenda Escola sendo
classificado como Latossolo Vermelho Eutroférrico, de textura argilosa, tendo como
caracteristica alta fertilidade e altos teores de ferro (EMBRAPA, 2006). As caracteristicas
quimicas do solo foram caracterizadas a partir de amostras coletadas por meio de trados
tipo sonda a uma profundidade 0 — 20 cm e foram encaminhadas ao Instituto Agronémico
do Parand — IAPAR.

3.4.2. Espécie em estudo

A espécie escolhida para os ensaios de toxicidade em solo contaminado com fluidos
dielétricos foi a soja (Glycine max L.), pois é a principal cultura agricola do pais, tendo
como um dos maiores estados produtores o estado do Parana. A cultivar de soja
selecionada para avaliar os efeitos de toxicidade na germinacdo, no crescimento e
desenvolvimento de plantas cultivadas em solos contaminados com os fluidos foi a 95R51,
pertence a Companhia DuPont Pioneer, devido a sua adaptacdo e recomendagdo para o
plantio no estado do Parand. Apresenta ciclo de 115-125 dias, habito de crescimento
indeterminado, cor da flor roxa, época de semeadura de outubro a dezembro, € tolerante ao

acamamento, resistente ao herbicida glifosato e possui elevado potencial produtivo.

3.4.3. Estrutura e conducao dos experimentos

Utilizou-se vasos de polietileno com capacidade de 20 L, com diametros de 30 e 37
cm na parte inferior e superior, respectivamente, e 32 cm de altura com alguns orificios na
parte inferior para drenar a agua. Os vasos foram preenchidos com 15 kg de solo,
previamente contaminados com as diferentes concentracBes dos fluidos dielétricos. O
delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com quatro repeti¢des
em esquema fatorial (2x7)+1, sendo: dois tipos de fluidos dielétricos novos (W3 e Lubrax),
sete concentracfes: (0,5, 1,0, 2,0, 2,5, 5,0, 7,5 e 10% (m/m)) e um tratamento controle

adicional (sem aplicacdo de fluido dielétrico), totalizando 60 parcelas experimentais.
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Para a contaminacdo do solo foram calculadas as massas dos fluidos dielétricos
para cada concentracdo e a homogeneizacdao foi realizada com o auxilio de carrinho de méo
e enxada. A montagem do experimento consistiu de quatro repeticdes para cada

concentracdo. Os calculos de massa sdo expressos pela Equacéo (3.4).

Fluido dielétrico,4ss4(9) = Q x C + 100 (percentual) (3.4)
onde:
Q = quantidade total de solo (kg)
C = Concentragdo de fluido dielétrico (%)
Concentracdo 0% (controle):
Fluido dielétrico,,,5s4(g) = sem contaminagio
Concentracéo 0,5%:
Fluido dielétrico,,,5s4(9) = 15 kg de solo x 0,5 + 100 = 0,075kg =75 g
Concentracéo 1,0%:
Fluido dielétrico,,,5s4(9) = 15 kg de solo x 1,0 + 100 = 0,15kg =150 g
Concentracéo 2,0%:
Fluido dielétrico,,,5s4(g9) = 15 kg de solo x 2,0 +~100 = 0,30 kg =300 g
Concentracéo 2,5%:
Fluido dielétrico,,5s4(g) = 15 kg de solo x 2,5 + 100 = 0,375kg =375 g
Concentracéo 5,0%:
Fluido dielétrico,,,554(g) = 15 kg de solo x 5,0 + 100 = 0,750 kg = 750 g
Concentracéo 7,5%:
Fluido dielétrico,,,5s4(g9) = 15 kg de solo x 7,5 + 100 = 1,125 kg = 1125 g
Concentracdo 10%:

Fluido dielétrico,,,5s4(9) = 15 kg de solo x 10 + 100 =1,5kg = 1500 g

ApOls a montagem do experimento semeou-se vinte sementes de soja por recipiente

e 0os mesmos foram mantidos em casa de vegetacdo com temperatura controlada de
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26 + 2 °C e umidade relativa do ar de 65 + 5%, receberam rega diaria (40 mL de agua por
vaso) com fotoperiodo de 12 horas. Além disso, o controle fitossanitario e a eliminacdo de

ervas daninhas foram realizados conforme necessario.

O cultivo da soja foi realizado por trés anos seguidos: primeiro plantio (06/10/14 a
09/02/15), segundo plantio (10/09/15 a 14/01/16) e terceiro plantio (04/10/16 a 10/02/17).
Para cada novo plantio foi utilizado o mesmo solo contaminado. Ele foi retirado do vaso,
colocado em um carrinho de mé&o, homogeneizado com o auxilio de uma enxada e
devolvido para o vaso. Apds a homogeneizacéo do solo realizou-se o plantio empregando-

se vinte sementes de soja por recipiente.

Transcorrido a semeadura a cada dois dias foi avaliada a emergéncia da soja e aos
vinte e um dias ap6s o plantio, com a emergéncia completa das plantulas foi feito o
desbaste, a fim de evitar competicdo entre plantas, deixando-se cinco plantulas uniformes e
equidistantes por vaso. Ap6s um ciclo de 120 dias de cultivo, a soja foi colhida e avaliou-
se: a altura das plantas, comprimento radicular, didmetro do caule, massa seca de raizes,
nimero de vagens por plantas, nimero de grdos por plantas, massa de mil grdos e

produtividade.

O solo teve suas propriedades quimicas determinadas em todas as concentracdes
estudas, bem como o teor de dleos e graxas. Estas anélises foram feitas no solo antes do
plantio e no final do ciclo da cultura (120 dias) de cada concentracdo estudas nos trés anos

de plantio.

3.4.4. Andlise dos atributos quimicos do solo

As caracteristicas quimicas do solo foram caracterizadas a partir de amostras
coletadas por meio de trados tipo sonda a uma profundidade 0 — 20 cm e foram
encaminhadas ao Instituto Agrondmico do Parand — IAPAR - Brasil. O solo teve suas
propriedades quimicas determinadas no primeiro ano, antes do plantio e, no final do
terceiro ano de cultivo, para cada concentracdo estuda. As andlises de solo realizadas
foram: pH, acidez potencial, célcio trocavel e magnésio trocavel, aluminio trocavel,
fosforo disponivel, potassio trocavel, carbono. Com algumas dessas varidveis foi
determinada capacidade de troca de cations (CTC) e indice de saturacdo por bases (*V).
As metodologias utilizadas seguiram o manual de analises quimicas de solos, plantas e
fertilizantes (EMBRAPA, 2009) e encontram-se no Anexo 02.
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3.4.5. Anélise de Teor de Oleos e Graxas (TOG)

O paréametro quimico quantificador do processo de degradacéo do fluido dielétrico
W3 e Lubrax no solo foi definido como “6leos e graxas”. A analise do teor de Oleos ¢
graxas no solo foi determinada antes do plantio e no final do ciclo da cultura (120 dias) de
cada concentragéo estuda, nos trés anos de plantio. Para a retirada das amostras de solo foi
utilizada o trado tipo Sonda 100 cm, fabricado pela SONDATERRA®, 0s quais Sao
confeccionados em aco inoxidavel, sendo a ponteira em ago carbono. De cada vaso foi
retirada uma amostra com profundidade de 15 cm. Ap0s cada retirada de amostra de solo
em cada vaso, houve a assepsia do trado. As amostras foram colocadas em sacos novos de
plastico de alta resisténcia, limpos e translicidos, os quais foram identificados e

encaminhados para o laboratério de quimica do Centro Universitario Assis Gurgacz.

O teor de Oleos e graxas dos fluidos dielétricos foi quantificado pelo método de
extracdo em aparelho tipo Soxhlet, segundo a American Public Health Association
(APHA, 2012). As amostras umidas de solo de cada tratamento foram secas a temperatura
ambiente, em seguida pesou-se em balanca analitica de precisdo, modelo ML204, marca
Metteler Toledo, 5 g de cada amostra e colocou em cartuchos feitos de papel de filtro para
evitar vazamentos. Os cartuchos com as amostras foram colocados no aparelho extrator de
gordura Soxhlet modelo MA487, marca Marconi, o tempo de extracdo foi de 6 horas.
Utilizou-se o solvente hexano p.a. marca Synth para a extracdo do material oleoso presente
nas referidas amostras. O material oleoso extraido das amostras de solo foi coletado em
baldes com capacidade de 250 mL que foram mantidos sobre uma placa aquecedora
modelo AA-2050, marca Gehaka. Depois de concluida a extracdo colocou-se o baldo para
secar em estufa a uma temperatura de aproximadamente 105 °C. Em seguida o baldo foi
colocado em um dessecador, sendo realizadas pesagens até se obter peso constante. O
mesmo procedimento foi realizado a partir de amostra de solo sem os indicios de
contaminacdo por material oleoso (branco da amostra). Todos os procedimentos foram
realizados em duplicata, sendo os valores apresentados a média dos obtidos em cada

procedimento.

O valor do teor de 6leos e graxas foi calculado atraves da Equacdo 3.5:

(4-B)
c

Teor de Oleos e Graxas (%) = *100 (3.5)
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A = massa do baldo com éleo impregnado (g)
B = massa do baldo vazio (g)

C = massa da amostra de solo (Q)

3.4.6. Avaliac0es fitotécnicas

(i) Emergéncia da soja: Vinte e um dias apds a semeadura efetuou-se a contagem dos
cotilédones acima da superficie do solo por vaso, o resultado foi expresso em porcentagem.

(if) Altura das plantas e comprimento radicular: Retiraram-se cuidadosamente as plantas
dos vasos eliminando o excesso de terra e com o auxilio de régua graduada, em centimetro,
efetuaram-se as medidas. Para a altura das plantas mediu-se a distancia entre a superficie
do solo e o &pice do caule. E para a raiz mediu-se 0 comprimento a partir do apice até sua

insercdo no caule.

(iii) Didmetro do caule: Foi realizada na haste principal, acima do nivel do solo, com o

auxilio do paquimetro digital, na escala de milimetro.

(iv) Matéria seca de raizes: Esta analise seguiu a metodologia da Association of Official
Agricultural Chemists (AOAC, 2012). As plantas foram lavadas e secas com auxilio de
papel toalha e as partes foram separadas. Pesou-se as partes em balanca analitica de
precisdo, modelo ML204, marca Metteler Toledo, obtendo assim a massa fresca. Apos
determinacdo da massa fresca, as partes das plantas foram secadas a 65 °C durante 72 h
(até massa constante) em estufa com circulacdo de ar forcada modelo CE - 220, marca

CIENLAB e em sequéncia pesadas novamente.

3.4.6.1.Produtividade

Para determinar a produtividade da soja nos solos contaminados com as diferentes
concentracdes dos fluidos dielétricos, as plantas foram retiradas dos vasos e as vagens e 0s
grdos foram retirados de forma manual. O numero de vagens e de grdos por planta foi
realizado através do somatorio total de vagens e graos presentes nas plantas. O nimero de
gréos por vagem foi calculado pela divisdo do nimero de gréos pelo respectivo nimero de
vagens por planta. A massa de mil graos foi obtida através da pesagem de todos os grdos

da planta e transformacdo direta para massa de mil grdos (BRASIL, 1992). A
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produtividade estimada foi determinada em gramas por planta, apos correcdo do teor de
agua para 13%.

3.4.7. Andlises Estatisticas

Para a interpretacdo dos dados, realizou-se a analise de variancia para todos os

caracteres, adotando-se 0 modelo estatistico expresso pela Equacéo (3.6).
Yii: valor da caracteristica para o i-ésimo tipo de oleo (i = 1, 2, ..., g) no j-ésimo

delineamento inteiramente casualizado (j = 1, 2, ..., b) na k-ésimo concentracéo de 6leo (k
=12, ..4);

u: média geral,

T: tipos de Gleo;

C;: concentracdes de 0leo;

TCj;: efeito da interagdo dos tipos com as concentracdes dos 0leos;
&ijk: erro aleatorio

Adicionalmente, foram estimados os coeficientes de variacdo para cada um dos
atributos avaliados.

Com o intuito de avaliar os efeitos toxicos de diferentes concentracdes dos fluidos
dielétricos sobre os caracteres de importancia fitotécnica e dos teores de 6leos e graxas
(TOG), os dados foram submetidos a andlise de regressdo. O modelo selecionado foi
aquele em que os pardmetros (coeficientes de regressao) apresentaram significancia, com
coeficiente de determinacdo de elevada magnitude e que melhor atendeu as explicacGes do

evento biolégico.

As analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do programa computacional
GENES (CRUZ, 2006).
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Avaliacdo da biodegradabilidade imediata

O numero de células viaveis obtidas no indculo foi de 4,9x10° + 2,5x10% UFC/mL,

estando de acordo com a Organization for Economic Cooperation and Development
(OECD 301 B, 1992). Os resultados da anélise do teor de carbono total de cada um dos

fluidos dielétricos estudados encontram-se na Tabela 4.1.

Tabela 4.1 - Analise teor de carbono total

Fluidos dielétricos Carbono (%)
Crambe 69,34 £ 0,03

Soja (W3) 68,91+ 0,02
Canola (W6) 48,62 + 0,02
Girassol (W9) 69,48 £ 0,01
Mineral (Lubrax) 34,56 + 0,01

A Figura 4.1 (a), (b), (c) e (d) apresenta a producdo de CO,, calculados a partir dos

volumes de HCI gastos na titulacdo dos frascos com Ba(OH), para o fluidos vegetais.
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Figura 4.1 - Percentagem de CO; liberado nas solug¢des: 0 padrao de benzoato de soédio,
substancia teste dielétrica: (a) crambe, (b) W3, (c) W6 e (d) W9, A inibi¢ao em fungdo do
periodo de incubagdo em dias.
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O padréo biodegradavel (benzoato de sddio) apresentou 62,08% de biodegradagédo
em 13 dias para os 6leos de crambe (Figura 4.1 (a)), W3 (Figura 4.1 (b)), W6 (Figura 4.1
(c)) e Lubrax (Figura 4.2). Para o 6leo de W9 (Figura 4.1 (d)) foi de 71,51%, em 18 dias.
Todos atingiram 60% de evolucdo de CO, em 10 dias contados a partir do momento em
que se observou 10% de evolucdo de CO,, e ndo excedeu o periodo méaximo de 14 dias,
visando a comprovacéo da viabilidade e atividade do in6culo, mostrando que o benzoato

de sodio é considerado como facilmente biodegradavel.

Os ensaios de inibicdo para as substancias testes tiveram o objetivo de verificar a
existéncia ou ndo de efeito inibitdrio dos fluidos dielétricos em estudo sobre o padrdo
biodegradavel (benzoato de sddio). Segundo a Organization for Economic Cooperation and
Development (OECD 301 B, 1992), a inibi¢do deve atingir 25% de liberacdo de CO, em
14 dias. O fluido dielétrico de crambe (Figura 4.1 (a)), W3 (Figura 4.1 (b)) e W6 (Figura
4.1 (c)) no quinto dia atingiram respectivamente 25,62%, 31,59% e 30,36% e o W9 (Figura
4.1 (d)) apresentou 29,74% de inibicdo no sétimo dia. Os resultados mostraram que 0s
fluidos dielétricos testados atingiram os 25% de liberacdo de CO, em menos de 14 dias,

logo ndo sdo considerados inibitorios aos microrganismos.

As substancias testes dielétricas de crambe (Figura 4.1 (a)), W3 (Figura 4.1 (b)) e
W6 (Figura 4.1 (c)), atingiram 60% de evolucdo de CO; entre o quinto e sétimo dia do
inicio de incubacdo e, 100% de carbono total se deram aos 13 dias. Na analise da
substancia teste dielétrica W9 (Figura 4.1 (d)), 100% de carbono total se deu aos 18 dias de
incubagéo e os 60% de evolugdo de CO, ocorreram entre o oitavo e nono dia. Todas as
substancias testes dielétricas a base de 6leo vegetal sdo consideradas como facilmente
biodegradavel, pois pela Organization for Economic Cooperation and Development
(OECD 301 B, 1992) todas atingiram 60% de evolucdo de CO, em 10 dias contados a
partir do momento em que se observou 10% de evolucdo de CO;, ndo podendo exceder o

periodo méximo de 14 dias.

Os ésteres naturais sdo classificados como biodegradaveis (FERNANDEZ et al,
2013), onde a degradacdo do oleo vegetal é inicialmente hidrolisado por lipases
microbianas, sendo transformados em glicerol e acidos graxos. O glicerol formado pode
ser convertido a dihidroxicetona enquanto os acidos graxos sdo convertidos em acetil-CoA
pela beta-oxidacao para posterior conversdo a CO, através do ciclo de Krebs (BERG et al.,
2006).
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A Figura 4.2 mostra a producdo de CO, pelo periodo de incubagdo do fluido
dielétrico mineral (Lubrax).

106 . . . . . . . .
90 s

80- . 1

Periodo de incubacgao (dias)

Figura 4.2 - Percentagem de CO; liberado nas solug¢des: o padrdo de benzoato de sodio, @
substancia teste dielétrica Lubrax, A inibi¢do em fung¢io do periodo de incubacdo em dias.

Para o Lubrax a inibigédo atingiu 27,22% no quinto dia. O resultado mostra que o
fluido ndo é considerado inibitorio aos microrganismos, pois atingiu 25% de liberacéo de
CO, em menos de 14 dias. O resultado encontrado para a substancia teste dielétrica Lubrax
mostrou que a producdo de CO; atingiu 31,22% de CO, durante 28 dias de incubacéo, ndo
atingindo os 60% de evolugdo de CO, em 10 dias, demonstrando que esse fluido é de

dificil degradacéo, sendo considerado como ndo facilmente biodegradavel.

A metabolizacdo dos hidrocarbonetos de cadeia linear (alcanos e alcenos) presentes
no 6leo mineral sdo primeiramente convertidos a alcodis, aldeidos e em seguida a acidos
graxos, para somente depois serem convertidos pela beta-oxidacdo (FRITSCHE &
HOFRICHTER, 2005). A degradacdo dos hidrocarbonetos aromaticos acontece pela
conversdo do substrato aromatico em um metabolito dihidroxiaromatico, tipicamente um
catecol, em seguida enzimas denominadas dioxigenases fazem a quebra do anel do catecol
e o produto resultante do anel € convertido em compostos como acetil-CoA, oxalato e
piruvato, sendo os intermediarios do processo respiratorio (LEMOS et al., 2009; DEON et
al., 2012).
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Os resultados de biodegradabilidade imediata encontrados neste trabalho mostraram
que os fluidos dielétricos vegetais testados, independente da oleaginosa usada para a sua
producdo, sofreram maior degradacdo pelos microrganismos em comparacao com o fluido
dielétrico mineral (Figura 4.3). O 6leo mineral é formado por hidrocarbonetos de petrdleo
e possui uma mistura complexa de compostos organicos, sendo que a maioria destas

substancias, certamente, ndo foi metabolizada na mesma velocidade que o 6leo vegetal.
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Figura 4.3 - Percentagem de CO, liberado nas solucGes das substancias testes dielétricas
6leo: o crambe, @ W3, x W6, A W9 e © Lubrax em funcdo do periodo de incubagdo em
dias.

O trabalho de CECUTTI & AGIUS (2008) com biolubrificantes e lubrificante
mineral também mostrou que os biolubrificantes sdo facilmente degradaveis e a taxa de
biodegradabilidade final é significativamente maior do que o lubrificante mineral. Nos
testes de avaliacdo da biodegradabilidade primaria e final dos 6leos lubrificantes de base
que diferem na estrutura quimica, realizados por BERAN (2008), 6leo de colza e 6leos
Poliolester sintéticos podem ser classificados como substancias facilmente biodegradaveis
enquanto os o6leos poli (a-olefinas) (PAO 4 e PAO 6) e o 6leo mineral convencional

classificam-se como ndo facilmente biodegradaveis.

Nos proximos tépicos o fluido dielétrico vegetal usado para 0s ensaios serd o de

soja por ser o mais utilizado, devido ao baixo custo e alta eficiéncia.
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4.2.Avaliacdo da toxicidade aguda com organismos aquéaticos

4.2.1. Toxicidade aguda com o organismo Danio rerio

4.2.1.1.Anélises fisico-quimicas da agua de dilui¢do durante o teste

Neste trabalho, ndo foram observadas alteracdes significativas da dgua de diluigdo
ao longo dos experimentos com 0s organismos expostos em contato direto as diferentes
concentracdes de fluido dielétrico W3 e Lubrax, organismos expostos a fracdo soltvel em
agua do fluido dielétrico W3 e Lubrax e no teste de sensibilidade com o Danio rerio que
pudessem interferir nos resultados de mortalidade, estando todos dentro do limite
estabelecido pela Organization for Economic Cooperation and Development (OECD 203,
1992). A determinacdo dos parametros fisico-quimicos da agua de diluicdo é de suma

importancia para a validagio dos testes e para o controle laboratorial.

As variacOes de temperatura nos experimentos durante o periodo de exposi¢cdo nao
tiveram alteracdes, ficando em 23 = 1 °C, permanecendo dentro da faixa aceitavel de 21 a
25 °C conforme estabelece a OECD 203 (1992). O uso de um termostato eletrénico para o
controle possibilitou o equilibrio da temperatura em todos os compartimentos utilizados
durante as baterias de ensaios.

Os niveis de oxigénio dissolvido também permaneceram acima de 60%, o
recomendado para testes de toxicidade, onde 60% da saturacdo do ar corresponde a 5,0
mg/L do oxigénio dissolvido na agua (OECD 203, 1992).

As alteracGes do pH também estdo dentro da faixa aceitavel estipulada pela OECD
203 (1992) que é de 6,0 a 8,5.

Para a condutividade os valores ficaram dentro do estabelecido pela OECD 203
(1992) que é de 120 a 180 uS/cm.

Em relacdo a dureza da &gua de diluicdo, as concentracdes dos fluidos dielétricos
ndo foram suficientes para causar alteracfes significativas neste parametro durante os
ensaios. Os valores obtidos ficaram dentro da faixa toleravel de variagcdo segundo a norma
que é de 40 e 48 mg/L.

Os resultados encontrados durante os ensaios com o Danio rerio sdo mostrados na
Tabela 4.2.
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Tabela 4.2 - Resultados das analises fisico-quimicas durante os experimentos com Danio

rerio
Parametros Faixas dos experimentos Unidades
Oxigénio dissolvido 6a8 mg/L
pH 6a85 -
Temperatura 23 +1 °c
Condutividade elétrica 1202180 uS/cm

4.2.1.2.Teste de sensibilidade com o Danio rerio

O teste de sensibilidade foi realizado em paralelo aos testes de toxicidade aguda
(testes definitivos), a fim de se obter resultados comparaveis. Utilizou-se para o teste a
substancia referéncia cloreto de potassio (KCI) e, com os percentuais de mortalidade dos
peixes Danio rerio, pode-se calcular a CLsg (48h) para o teste de sensibilidade e formular a
carta-controle (Figura 4.4). O valor da CLsg (48h) foi de 779,42 mg/L com (764,22 mg/L a
795,45 mg/L), ficando dentro do intervalo de sensibilidade esperado de 731,53 mg\L a
868,70 mg/L.

Carta de Sensibilidade ao KCI - Danio rerio
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Figura 4.4 - Carta controle da sensibilidade do organismo Danio rerio utilizando a
substéancia de referéncia cloreto de potassio (KCI).

A partir da formulagdo da carta-controle (Figura 4.4), pode-se afirmar que o

organismo Danio rerio utilizado na realizacdo deste estudo, possuem sensibilidade
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adequada, pois os resultados obtidos permaneceram dentro do intervalo de confianca de +
2 desvios-padrdo em relacdo a média, conforme o que estabelece a Organization for
Economic Cooperation and Development (OECD 203, 1992), validando a confiabilidade e

a repetibilidade dos testes.

Segundo ZAGATTO & BERTOLETTI (2008) a realizacdo dos testes com
substancias de referéncia para a frequente atualizagdo da carta-controle é necessario, pois
esta tem como intuito estabelecer uma faixa de aceitacdo dos valores obtidos através do
calculo estatistico da CLs, apresentando a sensibilidade dos organismos a substancia de

referéncia, atestando a repetibilidade e reprodutividade dos ensaios.

4.2.1.3.Toxicidade aguda com o organismo Danio rerio: Fluido dielétrico Lubrax e
w3

Nos ensaios preliminares com o fluido dielétrico Lubrax ndo ocorreu mortalidade
nas concentracdes inferiores a 0,625 g L™. Ja as concentracdes superiores a 60 g L™
causaram mortalidade a 100% dos organismos. No controle ndo foi observado mortalidade
dos organismos. Com os resultados obtidos a partir do ensaio preliminar definiram-se as
concentracdes para o ensaio definitivo, sendo elas: 0,781; 1,562; 3,125; 6,25; 12,5; 25 e 50
g L™. A Tabela 4.3 apresenta a mortalidade acumulativa do Danio rerio durante o periodo

de exposicao ao fluido dielétrico Lubrax.

Tabela 4.3 - Mortalidade acumulativa do Danio rerio durante o periodo de exposic¢ao ao
fluido dielétrico Lubrax

Concentracoes . Organismos Porcentagem média
do fluido dielétrico Ogggg;ig]sos mortos de organismos mortos
Lubrax (96 horas) (96 horas)

gL? R1 R2 (%)
Controle 10 0 0 0

0,781 10 2 2 20
1,562 10 4 3 35
3,125 10 5 6 55
6,25 10 8 7 75
12,5 10 9 9 90

25 10 10 10 100

50 10 10 10 100
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Em relagdo & mortalidade dos organismos expostos nas diferentes concentracfes de
fluido dielétrico Lubrax observou-se a ocorréncia de mortalidade ap6s 24 horas de
exposicdo. A mortalidade dos peixes para cada concentracdo estudada foi registrada apos
24; 48; 72 e 96 horas de exposi¢cdo. Apos as 96 horas nas concentracfes de 0,781; 1,562;
3,125; 6,25; 12,5 g L™ a mortalidade média foi de 20%; 35%; 55%; 75% e 90%,
respectivamente. Nas concentracdes de 25 e 50 g L™ foi registrada 100% de mortalidade. A
sobrevivéncia do controle foi de 100%. Os peixes do grupo controle apresentaram
comportamento normal durante o periodo de teste. Dentre 0s que sobreviveram nas

concentragOes analisadas alguns apresentaram perda de equilibrio, nadando na vertical.

Pela analise de regressao linear Probit, pode-se estimar a concentragdo da amostra
em que 50% dos organismos morreram (ZAGATTO & BERTOLETTI, 2008), para isso,
utilizou-se os resultados obtidos no teste de toxicidade aguda (Tabela 4.3). O valor médio
estimado da CLso do fluido dielétrico Lubrax para o peixe Danio rerio foi de 2,46 g L™
(1,69 g L a3,38 g L™). Os resultados dos pontos estimados pelo Probit das concentracdes

versus porcentagem de mortalidade estdo representados na Figura 4.5 (a).

Em relacdo aos ensaios preliminares utilizando fluido dielétrico W3 ndo foi
observado mortalidade nas concentracdes inferiores a 0,0625 g L™. Nas concentracdes
superiores a 2 g L™, a mortalidade foi de 100%. O controle teve 100% de sobrevivéncia.
Com base nesses resultados, definiram-se as concentracGes para o ensaio definitivo de
toxicidade, sendo elas: 0,075; 0,15; 0,3; 0,6; 0,9 e 1,2 g L™ Os resultados estdo
apresentados na Tabela 4.4.

Tabela 4.4 - Mortalidade acumulativa do Danio rerio durante o periodo de exposicdo ao
fluido dielétrico W3

Concentracbes o . Organismos Porcentagem média
. AR rganismos :
do fluido dielétrico ex00Stos mortos de organismos mortos
W3 P (96 horas) (96 horas)
gL R1 R2 (%)
Controle 10 0 0 0
0,075 10 1 0 5
0,15 10 2 2 20
0,3 10 4 4 40
0,6 10 7 8 75
0,9 10 9 9 90
1,2 10 10 10 100
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Mortalidade (%)

No ensaio definitivo com Danio rerio ndo houve mortalidade no periodo de 24

horas de exposicdo a substancia teste. Nas concentra¢cdes de 0,075; 0,15; 0,3; 0,6 e

0,9 g L™ o indice de mortalidade médio, apés 96 horas de exposicéo, foi de 5%; 20%;

40%; 75% e 90%, respectivamente. Os peixes submetidos a 1,2 g L™ apresentaram 100%

de mortalidade nas 96 horas. Ja no controle ndo houve mortalidade.

Com os dados obtidos a partir do teste de toxicidade aguda com o Danio rerio

(Tabela 4.4), pode-se estimar o valor da CLsp, ap0s 96 dias de exposi¢do a substancia teste.

Para isso, utilizou-se a analise de regressdo linear Probit, que € um método usado para
estimar doses criticas em ensaios de dose-resposta (ZAGATTO & BERTOLETTI, 2008).
O valor médio estimado da CLso do W3 para o peixe Danio rerio foi de 0,318 g L™ (0,247

g L? 0,4 gL". Os resultados dos pontos estimados pelo Probit das concentragdes versus

porcentagem de mortalidade estdo representados na Figura 4.5 (b).
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Figura 4.5 - Porcentagem de mortalidade do organismo Danio rerio em fungéo da
concentracdo em g L™ dos fluidos dielétricos (a) Lubrax e (b) W3.

Quanto menor o valor de CLs, mais toxico é o composto frente a um organismo-

teste. Logo, os resultados obtidos no presente estudo mostraram que o contato direto dos

organismos avaliados com o fluido dielétrico W3, causou maior mortalidade do que com o

Lubrax. Para complementar as verificacGes foi analisado a fracdo soltvel em agua desses

fluidos dielétricos, pois é a por¢do que entra no ambiente aquatico com maior facilidade.
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4.2.1.4.Toxicidade aguda com o organismo Danio rerio: Fragdo Soltvel em Agua
(FSA) do fluido dielétrico Lubrax e W3

Os testes preliminares de toxicidade aguda com a FSA do fluido dielétrico Lubrax
utilizando o organismo Danio rerio ndo apresentaram toxicidade nas concentracfes
inferiores a 0,39% e houve 100% de mortalidade na concentragdo sem diluicdo. No
controle n&o foi observado mortalidade dos organismos. Com os resultados obtidos a partir
do ensaio preliminar definiram-se as concentracdes para o ensaio definitivo, sendo elas:
0,195; 0,39; 0,78; 1,56; 3,12; 6,25; 12,5; 25; 50 e 100%. Os resultados do teste definitivo

encontram-se na Tabela 4.5.

Tabela 4.5 - Mortalidade acumulativa do Danio rerio durante o periodo de exposi¢do a
FSA do fluido dielétrico Lubrax

Foadoflido dieetrico - Organismos - PTG G morts
(96 horas) (96 horas)
(%) RI R2 (%)
Controle 10 0 0 0
0,195 10 0 0 0
0,39 10 0 1 5
0,78 10 1 1 10
1,56 10 2 2 20
3,12 10 4 3 35
6,25 10 6 6 60
12,5 10 8 7 75
25 10 9 8 85
50 10 10 9 95
100 10 10 10 100

No ensaio definitivo a mortalidade dos peixes para cada concentracdo estudada foi
registrada apds 24; 48; 72 e 96 horas de exposicdo. Observou-se mortalidade apos 24 horas
do inicio da incubacdo e constatou-se a morte de todos os organismos avaliados na solugéo

sem dilui¢do (100%). N&o houve mortalidade no tratamento controle.

A mortalidade apresentou relacdo direta com a concentracdo do contaminante
(Tabela 4.5). A CLsy da FSA do fluido dielétrico Lubrax foi calculada pelo método

estatistico Probit, com analise de regressao linear e a concentracdo necessaria para causar
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efeito letal para 50% dos peixes em 96 horas foi de 4,89% (3,52% a 6,82%). Os resultados
das concentragfes versus porcentagem de mortalidade, estimados pelo Probit, estdo
representados na Figura 4.6.
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Figura 4.6 - Porcentagem de mortalidade do organismo Danio rerio em funcéo das
concentragdes da FSA do fluido dielétrico Lubrax

Foram observadas algumas alteracbes comportamentais nos peixes expostos a FSA
do fluido dielétrico Lubrax como: letargia, imobilidade (mesmo com a aproximacgdo do
observador), além de desequilibrio, acompanhado de nado erratico. A intensidade dessas
alteracdes comportamentais foi gradativa, com maior ocorréncia conforme o0 aumento das

concentragoes.

Em relacdo aos ensaios preliminares de toxicidade aguda com a FSA do fluido
dielétrico W3 observou-se que nas concentracbes inferiores a 0,39%, na concentracdo
100% e no controle ndo foi observado mortalidade dos organismos. Com o0s resultados
obtidos a partir do ensaio preliminar definiram-se as concentracdes para 0 ensaio
definitivo, sendo elas: 0,195; 0,39; 0,78; 1,56; 3,12; 6,25; 12,5; 25; 50 e 100%.

Os experimentos definitivos realizados com a fragdo soluvel em agua do fluido
dielétrico W3, ndo causaram efeito tdxico a 50% dos organismos Danio rerio, ndo foi
observado mortalidade em nenhuma concentracdo estudada apos as 96 horas. Os resultados

séo apresentados na Tabela 4.6.

75



Tabela 4.6 - Mortalidade acumulativa do Danio rerio durante o periodo de exposi¢édo a
FSA do fluido dielétrico W3

Fondofladodilarico  orgmimos O Tl e
(96 horas) (96 horas)

(%) R1 R2 (%)
Controle 10 0 0 0
0,195 10 0 0 0
0,39 10 0 0 0
0,78 10 0 0 0
1,56 10 0 0 0
3,12 10 0 0 0
6,25 10 0 0 0
12,5 10 0 0 0
25 10 0 0 0
50 10 0 0 0
100 10 0 0 0

O estudo da fracdo soltuvel em agua do fluido dielétrico Lubrax mostrou ser mais
toxica que o W3, onde este apresentou ser ndo toxico ao organismo Danio rerio. No item
4.2.2 estudou o comportamento da Artemia salina em relagdo a esses fluidos, a fim de

identificar a dose na qual esses efeitos ocorrem frente a outro organismo.

4.2.2. Toxicidade aguda com o organismo Artemia salina

4.2.2.1.Andlises fisico-quimicas da agua de diluicdo durante o teste

Os parametros de oxigénio dissolvido, pH, temperatura e salinidade da agua de
diluicdo foram medidos e registrados no inicio e no final do ensaio, em todas as
concentracdes estudadas. Ndo houve alteracdes significativas das variaveis fisico-quimicas
entre os diferentes tratamentos com os fluidos dielétricos que pudessem interferir na
mortalidade dos organismos. Os resultados fisico-quimicos que serdo apresentados nesse
topico sdo referentes aos testes com 0s organismos expostos em contato direto as diferentes
concentragOes de fluido dielétrico W3 e Lubrax, organismos expostos a fracdo solivel em

agua do fluido dielétrico W3 e Lubrax e do teste de sensibilidade com a Artemia salina.
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Os niveis de oxigénio dissolvido permaneceram acima de 60%, onde 60% da
saturacdo do ar corresponde a 5,0 mg/L do oxigénio dissolvido na &gua. As variacfes do
pH também estdo dentro da faixa aceitavel que é de 6,0 a 8,5. As variacGes de temperatura
nos experimentos durante o periodo de exposicdo permaneceram dentro da faixa aceitavel
de 25 £1 °C e a salinidade ficou em 35% (m/v). Todas as variaveis analisadas seguiram o
recomendado para testes de toxicidade em Artemia salina conforme estabelece MEYER et
al (1982) e NASCIMENTO et al. (2002).

Os resultados encontrados durante os ensaios com Artemia salina sdo mostrados na
Tabela 4.7.

Tabela 4.7 - Resultados das analises fisico-quimicas durante os experimentos com Artemia

salina
Parametros Faixas dos experimentos Unidades
Oxigénio dissolvido 5a6,5 mg/L
pH 7a85
Temperatura 25 +1 °c
Salinidade 35 ppt

4.2.2.2.Teste de sensibilidade com a Artemia salina

O teste de sensibilidade foi avaliado com a substancia referéncia dodecil sulfato de
sodio (DSS) e o ensaio foi realizado em paralelo ao teste de toxicidade aguda (testes
definitivos), a fim de se obter resultados que apresentem boa precisdo analitica,
aumentando a confiabilidade dos dados gerados no laboratério. Através dos percentuais de
mortalidade da Artemia salina obteve-se a CLsy (48h) para o teste de sensibilidade e
formulou-se a carta-controle (Figura 4.7). O valor da CLs, (48h) foi de 2,851 mg/L (2,261
mg/L a 3,051 mg/L), ficando dentro da faixa de aceitacdo esperada de 1,47 mg\L a 6,05
mg/L. Através do teste de sensibilidade pode-se afirmar que o organismo Artemia salina
apresenta sensibilidade adequada. Os resultados obtidos ficaram compreendidos num
intervalo de = 2 desvios-padrdo em relacdo a média, atestando a repetibilidade e

reprodutividade dos ensaios.
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Figura 4.7 - Carta controle da sensibilidade do organismo Artemia salina utilizando a
substancia de referéncia dodecil sulfato de sodio (DSS).

4.2.2.3.Toxicidade aguda com o organismo Artemia salina: Fluido dielétrico
Lubrax e W3

O ensaio preliminar com o fluido dielétrico Lubrax forneceu as seguintes
informacBes: nenhuma mortalidade em concentrages inferiores a 0,125 g L™. Mortalidade
de 100% dos organismos em concentracdes superiores a 96 g L™. No controle obteve-se
100% de sobrevivéncia. A partir dos resultados do ensaio preliminar definiram-se as
concentraces para o ensaio definitivo, sendo elas: 0,25; 0,5; 1; 2; 4; 8; 16; 32 e 64 g L™ A
sobrevivéncia do controle foi de 100%. Os resultados do teste definitivo sdo apresentados
na Tabela 4.8.

Tabela 4.8 - Mortalidade acumulativa da Artemia salina durante o periodo de exposi¢édo ao
fluido dielétrico Lubrax

Concentracoes . . Porcentagem média
. A Organismos Organismos mortos .
do fluido dielétrico ex00stos (48 horas) de organismos mortos

Lubrax P (48 horas)

gL* R1 R2 R3 R4 (%)
Controle 40 0 0 0 0 0

0,25 40 0 0 1 1 5

0,5 40 1 2 1 0 10

1 40 2 3 3 2 25
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Tabela 4.8 - Mortalidade acumulativa da Artemia salina durante o periodo de exposi¢édo
ao fluido dielétrico Lubrax (continuagéo)

2 40 4 4 3 3 35
4 40 5 5 5 4 48
8 40 6 6 6 5 58
16 40 7 7 7 6 68
32 40 9 8 9 8 85
64 40 9 10 10 10 98

No teste definitivo a mortalidade das Artemias para cada concentracao estudada foi
registrada apos 48 horas de exposicdo. A mortalidade meédia nas concentracGes de
0,25 a4 g L™ ficou entre 5% a 48%. Nas concentraces de 8 a 64 gL™ a mortalidade média
ficou entre 58% a 98%.

Com os dados de mortalidade obtidos no teste de toxicidade aguda (Tabela 4.8),
estimou-se a CLg através da analise de regressao linear Probit. O valor médio estimado da
CLso do fluido dielétrico Lubrax para a Artemia salina foi de 4,63 g L™ (3,49g L™ 6,15¢g
L™). O grafico de dose-resposta das concentracdes versus porcentagem de mortalidade,
elaborado com os pontos estimados pelo Probit encontra-se na Figura 4.8 (a).

Com o intuito de conhecer a concentracdo que causa mortalidade a 100% dos
organismos e a concentracdo onde nao ocorre letalidade, realizou-se o ensaio preliminar
para o fluido dielétrico W3. No ensaio preliminar ndo foi observado mortalidade nas
concentracdes inferiores a 0,05 g L™ e nas concentracdes superiores a 64 g L™, a
mortalidade foi de 100%. No controle ndo foi observado mortalidade dos organismos. Com
os resultados do ensaio preliminar definiram-se as concentracfes para o ensaio definitivo
de toxicidade, sendo elas: 0,075; 0,15; 0,3; 0,6; 1,2; 1,8 e 2,4 g L™, Os resultados s&o

apresentados na Tabela 4.9.

Tabela 4.9 - Mortalidade acumulativa da Artemia salina durante o periodo de exposi¢édo ao
fluido dielétrico W3

Concentrag0es . . Porcentagem média
- L Organismos Organismos mortos .
do fluido dielétrico ex00stos (48 horas) de organismos mortos

W3 P (48 horas)
gL? R1 R2 R3 R4 (%)

Controle 40 0 0 0 0 0
0,075 40 0 0 0 0 0
0,15 40 0 0 1 1 5
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Tabela 4.9 - Mortalidade acumulativa da Artemia salina durante o periodo de exposi¢édo

0,3
0,6
1,2
18
2,4

40
40
40
40
40

ao fluido dielétrico W3 (continuagéo)

2 1 2 2
5 5 4 4
8 8 7 7
8 9 9 9
10 10 10 10

18

45

75

88
100

Nos resultados obtidos no ensaio definitivo com Artemia salina, ap6s 48 horas de

exposicdo ao fluido dielétrico W3, ndo foi observado mortalidade das Artemias na

concentragdo de 0,075 g L™. Nas concentracdes de 0,150 a 1,8 g L™, a mortalidade foi de
5% a 88%. O indice de mortalidade na concentracio de 2,4 g L™ foi de 100%. Né&o foi

observado mortalidade no controle.

A partir dos resultados de mortalidade da Tabela 4.9, estimou-se o valor da CLs,

apos 48 horas de exposicdo ao fluido dielétrico vegetal, através da analise de regressdo

linear Probit. Com os resultados dos pontos estimados pelo Probit das concentracdes

versus porcentagem de mortalidade elaborou-se um grafico de dose-resposta (Figura 4.8
(b)). O valor médio estimado da CLs, para a Artemia salina foi de 0,641 g L™ (0,542 g L™

-1
20,753 g L™).
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Figura 4.8 - Porcentagem de mortalidade do organismo Artemia salina em funcéo da
concentracdo em g L™ dos fluidos dielétricos (a) Lubrax (b) W3.

Os resultados do presente estudo onde a Artemia salina foi submetida em contato

direto com os fluidos dielétricos, mostrou que o W3 causou maior mortalidade do que o
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Lubrax. Essa observagdo vem para confirmar os resultados observados com o Danio rerio,

onde o W3 também mostrou ser mais letal do que o Lubrax.

4.2.2.4.Toxicidade aguda com o organismo Artemia salina: Fracdo Soltuvel em
Agua (FSA) de fluido dielétrico Lubrax e W3

As concentragfes do ensaio definitivo com a fragdo solivel em agua do fluido
dielétrico Lubrax foram obtidas através do ensaio preliminar onde se observou que nas
concentracdes inferiores a 0,195% ndo houve mortalidade e na concentracdo de 100%
todas as Artemias morreram. O controle teve 100% de sobrevivéncia. As concentragdes
utilizadas no teste definitivo foram: 0,39; 0,78; 1,56; 3,12; 6,25; 12,5; 25; 50 e 100%. A
mortalidade foi registrada apds 48 horas de exposi¢cdo. Os resultados sdo apresentados na
Tabela 4.10.

Tabela 4.10 - Mortalidade acumulativa da Artemia salina durante o periodo de exposicao a
FSA do fluido dielétrico lubrax

FSA. df) f!uido Organismos Organismos mortos Porcentggem média

dielétrico expOStos (48 horas) de organismos mortos
Lubrax (48 horas)

(%) R1 R2 R3 R4 (%)
Controle 40 0 0 0 0 0

0,39 40 0 0 0 0 0

0,78 40 0 1 1 1 8

1,56 40 2 1 1 1 13

3,12 40 3 3 2 2 25

6,25 40 5 4 4 4 43

12,5 40 7 6 6 7 65

25 40 8 8 8 7 78

50 40 9 9 9 9 90

100 40 10 10 10 10 100

Os testes de toxicidade aguda com a Artemia salina apresentaram mortalidade
média de 8% a 43% nas concentragdes de 0,78% a 6,25% e de 65% a 100% nas
concentragdes de 12,5% a 100%. N&o houve mortalidade no controle. A CLs que causou
efeito letal para 50% das Artemias em 48 horas foi de 7,67% (6,10% a 9,67%). A Figura
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4.9 mostra os resultados de dose-resposta dos pontos estimados pelo Probit das

concentragdes versus porcentagem de mortalidade.
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Figura 4.9 - Porcentagem de mortalidade do organismo Artemia salina em funcdo das
concentragdes da FSA do fluido dielétrico Lubrax

Para os ensaios definitivos com a fracdo solivel em agua do fluido dielétrico W3
utilizaram-se as mesmas concentrac@es dos ensaios com o Lubrax: 0,39; 0,78; 1,56; 3,12;
6,25; 12,5; 25; 50 e 100%. Os resultados mostram que a fracdo soltvel em agua do fluido
dielétrico W3 ndo se aplica, pois a maior concentracdo testada (100% de amostra) ndo
causou efeito toxico a 50% dos organismos, verificou-se apenas 8% de letalidade de

Artemia salina para solucdo sem diluicdo (Tabela 4.11).

Tabela 4.11 - Mortalidade acumulativa da Artemia salina durante o periodo de exposicao a
FSA do fluido dielétrico W3

FSA do fluido . . Porcentagem média
S Organismos Organismos mortos .

dielétrico eXDOSEOS (48 horas) de organismos mortos
W3 P (48 horas)
(%) R1 R2 R3 R4 (%)

Controle 40 0 0 0 0 0
0,39 40 0 0 0 0 0
0,78 40 0 0 0 0 0
1,56 40 0 0 0 0 0
3,12 40 0 0 0 0 0
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Tabela 4.11 - Mortalidade acumulativa da Artemia salina durante o periodo de exposi¢ado
a FSA do fluido dielétrico W3 (continuag&o)

6,25 40 0 0 0 0 0
12,5 40 0 0 0 0 0
25 40 0 0 0 0 0
50 40 0 0 0 0 0
100 40 1 0 1 1 8

Os testes realizados com a Artemia salina com o intuito de detectar os efeitos
danosos da exposicdo a FSA dos fluidos dielétricos mostraram que o W3 néo apresentou
alteracdo significativa quanto ao aspecto toxicidade aguda, quando comparada ao Lubrax,
onde este causou maior efeito toxico as Artemias. Esses resultados também foram

observados nos ensaios com o Danio rerio.

4.2.3. Andlise cromatogréfica da fracdo soltvel em agua dos fluidos dielétricos e
comparacdo quanto ao potencial toxico nos testes com Danio rerio e
Artemia salina

A maioria das pesquisas toxicoldgicas relacionadas ao petrdleo bruto e aos seus
derivados tem incidido sobre a sua fracdo soltvel em agua (FSA), porque esta € a porcao
que entra no ambiente aquatico com maior facilidade e que pode infligir danos agudos
imediatos sobre os organismos aquaticos (MARTINEZ-JERONIMO et al., 2005). Logo,
as analises cromatograficas foram realizadas com o intuito de analisar as composicdes das
fracdes sollveis em agua e quantificar as concentracdes de algumas substancias contidas
na fase soltvel dos fluidos. Os dados obtidos através da analise cromatografica da fracdo
soltvel em &gua dos fluidos dielétricos testados em Danio rerio encontram-se nas Figuras
10(a) e (b) e nas Tabelas 12 e 13.

83



10,U00
u
110,000 (a)
100,000
90,000
0,000
70,000
£0,000
50,000
40,000
30,000
20,000 .
o 2 - @ oW o o o
868 5 8 @ &85 B 8
i o o & = o -+ o | o @ | = o
& 2 o 5 Too2d 8 08 8 83 88
o [ay |5} L |5} [5} 0
RT [min]
] 05 1 15 2 25 3 4 45 5 55 & 85 7 75 & 85 a a5 10 105 11 £
120,000
uy i
110,000 (b)
100,000
40,000
&0,000
70,000
£0,000
50,000
40,000
30,000
20,000 e
5 - B OBk 4 2
B 5 lm Emiy &
Vil & B g M o9 8
: =R, w oo o~ oE oo o T e @me | = oo ©
BB i g5 sans ALl |58 EE 5
5 3 %
RT [min]
o 05 1 15 2 25 3.9 4 4.5 5 55 B 6.5 7 745 g 5.5 a 8.5 10 105 11 11.5

Figura 4.10 - Cromatograma da fracéo soltvel em &gua do fluido dielétrico (a) W3 e (b)

Lubrax utilizado nos experimentos de toxicidade aguda com Danio rerio.
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Tabela 4.12 - Resumo da analise cromatografica da fracdo soltvel em agua do fluido
dielétrico W3 utilizado nos experimentos de toxicidade aguda com Danio rerio.

Componentes Areg)/;l’)otal (\(%') (mzi/L) (Vn\< Iglsll)
n-Octano (Cs) 0,226 2,0701 6,60E-01 1,367
n-Nonano (Co) 1,848 16,932 2,20E-01 3,725
n-Decano (Cy) 0,224 2,052 5,20E-02 1,07E-01
n-Dodecano (Cy,) 1,721 15,769 3,70E-03 5,83E-02
n-Tretadecano (Ci4) 0,176 1,6126 3,30E-04 5,32E-04
n-Pentadecano (Cys) 0,733 6,716 4,00E-05 2,69E-04
n-Hexadecano(Cyg) 0,149 1,365 2,10E-05 2,87E-05
n-Heptadecano (Cy7) 0,329 3,014 2,30E-03 6,93E-03
n-Octadecano (Cyg) 0,136 1,246 6,00E-03 7,48E-03
Fitano 0,065 0,596 1,70E-05 1,01E-05
n-Nonadecano (Cyg) 0,214 1,961 3,70E-05 7,26E-05
n-Eicosano (Cy) 0,046 0,421 1,90E-03 8,01E-04
n-Heneicosano (C,y) 1,014 9,201 2,90E-07 2,69E-06
n-Docosano (Cy,) 0,077 0,706 7,80E-07 5,50E-07
n-Tricosano (C,s) 0,137 1,255 2,30E-07 2,89E-07
n-Tetracosano (C,s) 0,337 3,088 6,40E-08 1,98E-07
n- Pentacosano (Cas) 0,955 8,750 2,10E-08 1,84E-07
n-Hexacosano (Cyg) 0,251 2,299 6,20E-09 1,43E-08
n-Heptacosano (C,7) 0,114 1,044 2,80E-09 2,93E-09
n-Octacosano (Cag) 0,660 6,047 5,60E-10 3,39E-09
n-Nonacosano (C,g) 0,220 2,016 1,60E-10 3,23E-10
n- triacontano (Cs) 0,535 4,902 5,10E-11 2,50E-10
n-Hentriacontano (Cs;) 0,208 1,906 1,50E-11 2,86E-11
n-dotriacontano (Cs,) 0,287 2,629 4,60E-12 1,21E-11
n-tritriacontano (Cas) 0,252 2,309 1,40E-12 3,23E-12
Total 10,914 100,000 5,273

Wi: é&rea relativa; Si: referéncia de solubilidade para o componente puro (Anexo 03); Wi.Si:
quantidade de componente na mistura.



Tabela 4.13 - Resumo da analise cromatografica da fracdo soltvel em agua do fluido
dielétrico Lubrax utilizado nos experimentos de toxicidade aguda com Danio rerio.

Componentes Area Total Wi Si Wi.Si

(%) (%) (mg/L) (mg/L)

n-Octano (Cg) 0,302 1,849 6,60E-01 1,220

n-Nonano (Cy) 2,722 16,666 2,20E-01 3,666
n-Decano (Cyy) 0,295 1,806 5,20E-02 9,39E-02
n-Undecano (Cy;) 0,134 0,820 4,40E-03 3,61E-03
n-Dodecano (Cy,) 0,612 3,747 3,70E-03 1,39E-02
n-Pentadecano (Cys) 0,129 0,789 4,00E-05 3,20E-05
n-Hexadecano(Cyg) 0,255 1,561 2,10E-05 3,30E-05
n-Heptadecano (Cy;) 0,543 3,324 2,30E-03 7,65E-03
n-Octadecano (Cyg) 0,271 1,659 6,00E-03 9,96E-03
Fitano 0,063 0,386 1,70E-05 6,60E-06
n-Nonadecano (Cyg) 0,141 0,863 3,70E-05 3,20E-05
n-Eicosano (Cy) 0,123 0,753 1,90E-03 1,43E-03
n-Heneicosano (C,;) 1,917 11,736 2,90E-07 3,4E-06
n-Docosano (Cy,) 0,339 2,076 7,80E-07 1,60E-06
n-Tricosano (Cys) 0,369 2,259 2,30E-07 5,20E-07
n-Tetracosano (Cas) 0,942 5,767 6,40E-08 3,70E-07
n- Pentacosano (Cys) 2,454 15,024 2,10E-08 3,20E-07
n-Hexacosano (Cyg) 0,451 2,761 6,20E-09 1,70E-08
n-Heptacosano (C,7) 0,348 2,131 2,80E-09 5,97E-09
n-Octacosano (Csg) 1,467 8,982 5,60E-10 5,00E-09
n-Nonacosano (C) 0,377 2,308 1,60E-10 3,70E-10
n- triacontano (Cs) 0,387 2,369 5,10E-11 1,20E-10
n-Hentriacontano (Cs;) 0,350 2,143 1,50E-11 3,20E-11
n-dotriacontano (Csy) 0,468 2,865 4,60E-12 1,30E-11
n-tritriacontano (Css) 0,205 1,255 1,40E-12 1,80E-12
n-Hexatriacontano (Czg) 0,669 4,096 3,90E-14 1,60E-13

Total 16,333 100,000 5,017

Wi: area relativa; Si: referéncia de solubilidade para o componente puro (Anexo 03); Wi.Si:
quantidade de componente na mistura.



As Tabelas 12 e 13 apresentam as concentragdes individuais dos n-alcanos. Pelas
analises do W3 observou-se que os n-alcanos predominantes encontram-se entre n-Cg a n-
Cis. Para o Lubrax fica entre n-C16 a n-Cgg. Os resultados podem ser explicados devido a
estrutura quimica de cada fluido, a maioria dos &cidos graxos de 6leos vegetais possui uma
cadeia carbonica de 8 a 20 carbonos. O 6leo mineral caracteriza-se pela presenca de n-
alcanos de C,p a Cyg carbonos, porém por ser um derivado do petroleo pode apresentar
cadeia carbonica de 1 a 40 atomos. Os resultados de solubilidade em &gua dos
hidrocarbonetos alifaticos (n-alcanos) mostram que o W3 e o Lubrax possuem uma
solubilidade em agua bem proximas. Os valores encontrados foram 5,273 mg/L para o W3

e de 5,017 mg/L para o Lubrax.

Nas andlises de toxicidade aguda dos organismos Danio rerio e Artemia salina com
a FSA dos fluidos dielétricos, o Lubrax mostrou ser mais téxico do que o W3. O resultado
pode estar relacionado com a solubilidade de toda a substancia e ndo apenas com a
solubilidade dos n-alcanos, pois o Lubrax (6leo mineral) é uma mistura complexa de
hidrocarbonetos saturados e aromaticos. J& 0 W3 (6leo vegetal) ndo apresenta compostos
de hidrocarbonetos, particularmente compostos arométicos. Os hidrocarbonetos aromaticos
sdo geralmente mais toxicos que os compostos alifaticos com o mesmo numero de
carbonos e possuem maior mobilidade em &gua, sua solubilidade em agua é da ordem de 3
a 5 vezes maior (WATTS et al., 2000). Os hidrocarbonetos monoaromaticos estdo
presentes no 6leo mineral e sdo denominados BTEX (benzeno, tolueno, etilbenzeno e os
isdbmeros de xileno) devido a sua alta toxicidade, representa risco a satide humana e animal
e sdo 0s principais contaminantes das aguas. Segundo o Ministério do Meio Ambiente
(2006), a poluicdo causada pelos compostos BTEX apresentam elevada toxicidade, tais
compostos aromaticos podem obstruir fisicamente os tecidos, causando asfixia e danos
subletais, por impregnar na pele, nas branquias ou em outras partes vitais e acessorias,
sendo outro risco comum o impedimento da realizacdo de diversas fungdes metabdlicas da
fauna aquatica, como respiracdo, alimentacdo, excrecdo, homeostase, localizacdo e

movimentacdo (como as nadadeiras de peixes), entre outras limitacoes.

Investigacdes laboratoriais encontradas na literatura utilizando biodiesel, o6leo
diesel e de misturas de ambos sobre organismos testes Oncorlzuichus mykiss e Dapnia
magna, também mostraram que a fracdo solivel em agua do biodiesel, proveniente de
oleaginosa, € menos toxica para 0s organismos testados do que a do Oleo diesel

convencional (KHAN et al., 2007). MULLER (2011) também realizou ensaios de
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toxicidade aguda com o microcrustaceo aquatico D. magna utilizando a FSA do diesel, do
B5 (mistura binaria diesel/biodiesel de 5%) e do biodiesel. Os resultados mostraram que a
FSA do biodiesel estudado nao foi considerada tdxica para a Daphnia magna, enquanto a

FSA do diesel e do B5 foram consideradas toxicas.

Logo, o resultado encontrado nas analises cromatogréaficas da fracdo sollvel em
agua dos fluidos dielétricos usados nos testes com o Danio rerio, ndo foram conclusivas.
Elas apenas sugerem que a toxicidade causada pelo fluido dielétrico mineral (Lubrax) pode
estar relacionada a solubilidade de todas as substancias presentes em sua estrutura e nao

com a solubilidade dos n-alcanos.

4.3.Toxicidade em solo contaminado com fluidos dielétricos utilizando a soja
(Glycine max L.) como bioindicador

4.3.1. Anélise dos atributos quimicos do solo

A avaliacdo da fertilidade do solo em funcdo das concentracdes dos fluidos
dielétricos W3 e Lubrax nos trés anos de colheita indicou uma distribuicdo simétrica para o
pH, P, K, Ca, Mg, capacidade de troca ionica (CTC) e saturacdo por base (V). As
diferentes concentracdes (0,5 a 10%) dos fluidos dielétricos W3 e Lubrax ndo causaram
alteracdes significativas nos atributos quimicos do solo. N&o foi detectada a presenca de
aluminio trocavel no solo, que é parametro toxico para as plantas. Somente o carbono
apresentou variacdo crescente em relacéo as concentracoes de fluidos dielétricos, conforme

aumentou a dosagem dos fluidos os valores de carbono também aumentaram (Tabela 4.14).

O aumento do teor de carbono foi devido a composicdo quimica dos fluidos
dielétricos. O principal componente do dleo vegetal € o triacilglicerdis, que séo ésteres de
glicerol contendo trés acidos graxos, cada um destes acidos graxos pode conter diferentes
nameros de atomos de carbono, bem como diferentes graus de insaturagéo. O 6leo mineral
¢ um derivado do petroleo, constituido basicamente por carbono e hidrogénio

(hidrocarbonetos) e, em pequenas quantidades, por compostos que apresentam nitrogénio,

enxofre e oxigénio em sua estrutura (heterocompostos). Sendo assim, os valores dos teores

de carbono encontrados nas amostras de solo podem ter sido quantificados nas analises
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devido a composicao quimica dos fluidos dielétricos, 0 que explica a variagdo crescente do

carbono em relacdo as concentrag@es dos 6leos.

Os resultados também mostram que os teores de carbono do Lubrax sdo superiores
aos do W3 para todas as concentracGes. Porém, a analise de teor de carbono total dos 6leos
(Tabela 4.1), contradiz esse resultado, onde a porcentagem de carbono é maior nos 6leos
vegetais. Esse comportamento pode ser explicado devido a maior degradabilidade do 6leo
vegetal em relacdo ao mineral, conforme exposto nesse trabalho no item 4.1. Os resultados
de biodegradabilidade imediata encontrados mostraram que os fluidos dielétricos vegetais
testados, sofreram maior degradacgdo pelos microrganismos em comparacdo com o fluido
dielétrico mineral. De acordo com os resultados, os fluidos dielétricos ndo interferiram nos
atributos quimicos do solo. Apenas o carbono apresentou variagdo crescente em relacao as

concentracdes de fluidos dielétricos.
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Tabela 4.14 - Estatistica descritiva (média) dos atributos pH, fésforo (P), potéssio (K), calcio (Ca), magnésio (Mg), capacidade de trocas

catidnicas (CTC), saturacdo por bases (V%) e carbono (C) do solo contaminado com diferentes concentracdes de fluido dielétrico W3 e Lubrax.

Valores médios dos parametros fisico-quimicos

.Tipo de fluidos Concentragges pH i « e Mo cre v ¢

(%) (mgdm® (cmoldm® (cmoldm?®) (cmol dm®) (cmol dm™) (%) (g dm™)

Controle 5801 60%08 054+002 44+03  26+04 111 722 261

0.5 5801 56%07 055+002 44+03  26+04 111 73+2 27+1

1 57+01 59406 052+003 44+03 24303 111 73+2 28+1

2 57+01 6.0+04 054+002 43+03 23303 12+1 73+2 29+1

V(‘i/g\’/es,t)""' 25 58+01 61+04 055+002 44+03  26+04 12+1 74+2 32+1

5 50+01 6.4+03 053+001 4502 2504 12+1 73+2 36+2

75 50+01 67+05 053+001 45+02 24303 12+1 76 +3 46+7

10 58+01 69+05 054+002 46+02 24303 12+1 74+3 53+9

05 5701 60%03 055+002 42+04 2504 111 72£2 281

1 57+01 59404 053+001 42+04 2504 10+1 73+2 29+1

2 57+01 58+03 055+002 42+04 24303 10+1 7242 33+1

('\L"Jger;i') 25 58+0.1 57+04 055002 4303  24%03 10+1 73+2 38+4

5 58+01 57401 054+002 43+03 24303 10+1 74+2 49+1

75 58+01 57404 056+003 43+03 2504 10+1 73+2 54 + 6

10 57+01 58+03 053+001 44+03 22303 10+1 74+2 60+5
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4.3.2. Determinacdo do teor de 6leos e graxas (TOG)

O parametro quimico quantificador do processo de degradacdo dos fluidos
dielétricos W3 e Lubrax no solo foi definido como “Oleos e graxas”. A técnica ¢
relativamente simples de ser executada e se mostrou adequada como controle de
degradacdo dos contaminantes no solo. Para determinar o teor de 6leos e graxas no solo
contaminado com diferentes concentracdes de fluidos dielétricos, as analises foram
realizadas no final do primeiro, segundo e terceiro ano de plantio. Pelos resultados da
andlise de variancia (Tabela 4.15), pode-se observar que os teores de Oleos e graxas
detectados nas amostras de solo foram influenciados significativamente (p < 0,01)

conforme os tratamentos e a combinacdo entre o tipo de fluido dielétrico e respectiva

concentracao.

Tabela 4.15 - Resumo da analise de variancia do primeiro, segundo e terceiro ano de
plantio do teor de dleos e graxas (TOG) presente nas amostras de solos contaminados com
diferentes concentragdes de fluido dielétrico W3 e Lubrax.

Quadrados médios

Parametros C_Sraus de Ano 01 Ano 01 Ano 01
liberdade (2014/2015) (2015/2016) (2016/2017)
TOG (%)
Tratamentos 14 43.14** 36.09** 26.71**
Fatorial (AxB) 13 42.88** 36.21** 27.17**
Controle 1 46.62** 34.59** 20.72**
Residuo 45 0.00776 0.00235 0.00213
Médias
Controle 0.00 0.00 0.00
Vegetal (W3) 3.40 2.76 2.09
Mineral (Lubrax) 3.66 3.33 2.63
Coeficiente de 2 49 159 196

variacéo (%)

** - significativo a 1% de probabilidade, pelo teste F; A — W3 (vegetal); B — Lubrax (mineral)

Avaliando os percentuais de 0leos e graxas no final do primeiro, segundo e terceiro
ano de plantio, dos solos contaminados com fluido dielétrico W3 e Lubrax, nota-se uma

resposta decrescente do valor do TOG em fungéo do aumento da concentragao do fluido.



Os solos em presenca do W3 apresentaram maior degradacédo do que os solos

contaminados com o Lubrax (Figuras 4.11a e b).
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Figura 4.11 - Percentagem de remocéo de 0leos e graxas no solo de acordo com as
diferentes concentracdes de fluidos dielétricos (a) W3 e (b) Lubrax no primeiro (e),
segundo (O) e terceiro (4 ) ano de colheita

Foram observadas remocdes de cerca de 35, 60 e 90% do W3 para uma
concentracdo inicial de fluido de 0,5% apds o primeiro, segundo e terceiro ano,
respectivamente. Ja para o Lubrax a remocéo foi de cerca de 25, 40 e 70% apds o primeiro,

segundo e terceiro ano, respectivamente, para a concentracao de 0,5%.

Os resultados obtidos na determinacdo do teor de Oleos e graxas mostraram
similaridade com os estudos anteriores deste trabalho (item 4.1 e 4.3.1). No teste de
biodegradabilidade imediata e no estudo do teor de carbono no solo o fluido dielétrico W3
também foi degradado mais facilmente que o fluido dielétrico Lubrax. Esta resposta
diferenciada provavelmente pode ser explicada pelo fato do 6leo vegetal constituir de
estruturas organicas mais simples (acidos gordos cuja cadeia contém de 8 a 20 atomos de
carbono) do que o mineral, sendo mais facilmente biodegradaveis que os hidrocarbonetos
(Deon et. al., 2012).

As Figuras 4.12a e b mostram as fracdes de o6leo residual (FOR) do W3 e Lubrax

em funcdo do nimero de anos de colheita (NAC).
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Figura 4.12 - Resultados das fracGes de 6leos residuais (FOR) dos solos contaminados
com (a) W3 e (b) Lubrax com sete concentragdes iniciais nos anos de colheita

Percebeu-se uma reducdo das fracBes de o6leo residual (FOR) em todas as
concentragdes de fluidos dielétricos testados, em relagdo aos anos de cultivo no periodo de
120 dias. As remocdes foram mais significativas nos solos contaminados pelo W3 do que
pelo Lubrax, sugerindo um menor numero de culturas para uma reducdo completa da

fracdo de dleo residual no solo.

Conforme relatado na literatura (Fernandez et al., 2016; Menkiti et al., 2017), o
6leo vegetal é mais biodegradavel do que o éleo mineral, concordando com os resultados
encontrados neste trabalho. Neste contexto, os solos contaminados com as fragcdes de 5,0,
7,5 ou 10% do W3 seriam removidos até atingir um valor de fracdo de 6leo residual de
cerca de 3%, seguindo uma taxa linear decrescente de cerca de 1,1% da fracdo de 6leo por

ndmero de anos de colheita.

Abaixo de 3% da fracdo do W3, haveria uma queda linear decrescente na taxa de
cerca de 0,25% da fracdo de 6leo por nimero anos de colheita. Isso poderia ser explicado
pela baixa concentracdo de 6leo no solo, apresentando pouco disponinibilidade para

interagir com as plantas em contraste com as altas concentracGes de 6leo.

A Figura 4.13 apresenta o resultado das fracGes de 6leo residual unificados para 0s
solos contaminados pelos fluidos dielétricos W3 e Lubrax, incluindo seus ajustes

parabdlicos, em fungdo dos nimero de anos de colheita (NAC).
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Figura 4.13 - Dados das fracGes de 6leo residual (FOR) unificados para os solos
contaminados pelos fluidos dielétricos W3 e Lubrax, incluindo seus ajustes parabolicos.

Para uma reducéo efetiva de 10% das fracfes de oOleo residual do fluido dielétrico
W3, seria necessario um numero de colheitas variando de 14 a 15. No caso de 10% das
fracdes de Oleo residual do fluido dielétrico Lubrax, seria necessario um ndmero de
colheitas que variam de 18 a 19; isto é, haveria aproximadamente uma queda de 30% no
desempenho de remocdo em relacdo ao 6leo vegetal devido a menor biodegradabilidade

mostrada pelo éleo mineral (Figura 4.13).

Uma representacdo matematica dos conjuntos de dados das fracGes de 6leo residual
(FOR), obtidas a partir dos dados do TOG é uma ferramenta Util para fornecer uma boa
estimativa do numero total de anos de colheitas que seriam necessarios para atingir uma
reducdo total nos solos contaminados com fluidos dielétricos. Para este fim, os conjuntos
de dados da FOR foram adequadamente unificados para obter uma funcdo empiricamente
bem definida da redugéo da FOR em relagdo ao numero anos de colheitas (Figura 4.13).
Nesta estrutura, foi necessario um deslocamento de tempo adequado em dados FOR para
cada condicdo de fragcdo de oleo, a fim de seguir 0 mesmo comportamento das fracbes de
6leo residual em funcdo do nimero de anos de colheita, Equacbes (4.1) e (4.2). Os dados

da FOR unificados evidenciaram uma tendéncia ndo linear com o aumento dos anos de
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colheita realizados em solos contaminados com os fluidos. Ao ajustar uma funcéo de tipo
polinomial de segunda ordem aos dados FOR, obteve-se um bom ajuste, como mostrado na
Figura 4.13.

FORyegetar(%) = 10,7 — 1,53. NAC + 0,055. (NAC)>  (4.1)

FORpinerai(%) = 10,7 — 1,05. NAC + 0,026. (NAC)*  (4.2)

Onde:
FOR: fragBes de 6leo residual

NAC: nimero de anos de colheita

Assim, ao usar os dados da Figura 4.13, o numero de anos de colheita (NAC)
podem ser plotado como uma funcdo das fracbes de oOleo residual (FOR), ajustando uma
funcdo do tipo de poténcia aos dados FOR, a partir dos quais obteve um bom ajuste, como

mostrado na Figura 4.14.

20
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1 - - - - Ajuste por fungéo de poténcia (r>=0.9882)
2 ’_,a —— Ajuste por fungéo de poténcia (r?=0.9860)
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FOR (%)

Figura 4.14 - Previsdo empirica sobre o nimero de anos de colheita (NAC) necessarios
para uma reducdo significativa das fragdes de 6leo residual (FOR) para solos contaminados
W3 e Lubrax
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Sendo possivel prever o NAC necessario para que a descontaminacgéo total do solo

ocorra através da reposicao fitossanitaria, Equacdes (4.3) e (4.4).

NACyegetar = 4,782.(FOR)%%862  (4.3)

NAChinerar = 4,435. (FOR)O‘497 (4.4)

Onde:
FOR: fragBes de 6leo residual

NAC: nimero de anos de colheita

4.3.3. Avaliac0es fitotécnicas

Na Tabela 4.16 sdo apresentados os resultados da analise de variancia do primeiro,
segundo e terceiro ano de plantio da emergéncia, altura da planta, didmetro do caule,
comprimento radicular e producdo de matéria seca das raizes da soja em solo contaminado

com diferentes concentracdes de fluido dielétrico W3 e Lubrax.
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Tabela 4.16 - Resumo da analise de variancia do primeiro, segundo e terceiro ano de colheita da emergéncia (GE), altura da planta (AP),
didmetro do caule (DC), comprimento radicular (CR) e producdo de matéria seca das raizes (MSR) da soja em solo contaminado com diferentes
concentragdes de fluido dielétrico W3 e mineral Lubrax.

Quadrados médios - Ano 01 (2014/2015)

Quadrados médios - Ano 02 (2015/2016)

Quadrados médios - Ano 03 (2016/2017)

Parametros Qraus de Qraus de (_Braus de
liberdade  GE AP DC CR MSR liberdade ~ GE AP DC CR MSR liberdade ~ GE AP DC CR MSR
)  ©m  (mm () (mg) )  ©m  (om () (mg) o)  ©m  (mm)  (m) (mg)
Concentragdes 8 62.10%*  650.30**  229**  00.87**  253.838.97** 12 92.26**  502.30**  3.24** 150.01** 204.605.99%* 14 81.96** 442.02** 3.85** 18526 210.116.84**
Fatorial (AxB) 7 46.85%*  298.43**  096**  63.28%*  258.673.90%* 11 88.48**  435.07**  246**  132.29%*  148.310.58** 13 82.02%* 414.36**  345%*  17231**  166.659.15%*
Controle 1 169.59%* 3185.35%* 1150%* 284.01**  210.994.50%* 1 133.85%% 1241.87** 11.79%* 344.88** 823.756.60** 1 81.10** 8OL.65**  9.04**  353.73**  775.066.72%*
Residuos 27 151 007185  0.01005  0.04444 13.3537 39 213 00641 001023  0.0425 457019 45 091111 005728 0.00848 005883  24.61406
Médias
Controle 195 49.15 4.04 24.00 78055 19.75 49.28 412 23.95 781.50 1975 49.22 410 24.15 783.72
Vegetal (W3) 13.88 20.29 2.38 16.09 341.58 14.88 36.15 2.57 16.68 33235 1679  30.68 2.87 16.98 36171
Mineral (Lubrax 1131 18.14 2.09 14.04 722.04 1258 25.73 2.10 11.90 285.98 1339 29.46 2.22 11.86 294.46
Coeficiente de 9.75 1.39 4.48 1.40 0.69 10.62 0.82 433 1.44 0.69 6.32 0.69 3.62 1.68 3.83

variacao (%0)

** - significativo a 1% de probabilidade, pelo teste F; A — W3 (vegetal); B — Lubrax (mineral)

97



Pelos resultados da andlise de variancia detectou-se interagdo (p < 0,01) entre a
emergéncia de plantulas em relacédo as diferentes concentragdes, diferentes tipos de fluidos
dielétricos e a testemunha para os trés anos de colheita com solo contaminado (Tabela
4.16). Conforme observado no primeiro ano de colheita da soja, a emergéncia de plantulas
ocorreu independentemente da concentracdo aplicada do fluido dielétrico W3 e Lubrax
(Figura 4.15a e b). No entanto, as plantas de soja morreram prematuramente, em média 10
dias apds o surgimento, devido a toxicidade dos solos, contendo 5%, 7,5% e 10% destes

fluidos dielétricos.
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Figura 4.15 - Emergéncia da soja de acordo com as diferentes concentragdes de fluidos
dielétricos (a) W3 e (b) Lubrax no primeiro (®), segundo (0) e terceiro (4A) ano de colheita

Ao realizar a comparacao dos resultados de emergéncia entre os anos de colheita,
observou-se que a menor fracdo de emergéncia de plantulas ocorreu no primeiro ano da
cultura, melhorando gradualmente em relagdo aos demais, como mostra a Figura 4.15a e b.
Foi um indicativo da reducdo da toxicidade e da remediacdo de solos. A menor toxicidade
foi evidenciada no final do terceiro ano de colheita, correspondendo a menor fracdo de
6leo residual relacionada.

A emergéncia durante o segundo ano de plantio da cultura em solo contaminado
com o fluido dielétrico W3 foi superior ao primeiro ano em todas as concentragdes
estudadas e todas as plantas completaram seu ciclo de vida. Para os solos contaminados
com o Lubrax, durante 0 segundo ano, a emergéncia também foi maior em relacdo ao

primeiro ano de plantio. Da mesma forma, apos o terceiro ano, a emergéncia em solos
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contaminados com W3 e Lubrax foi maior que a do segundo ano, e ocorreu emergéncia em

todas as concentracgdes (Figuras 4.15a e b).

Mesmo que a cultura sendo mais sensivel ao solo contaminado com o Lubrax, todas
as suas plantas completaram seu ciclo de vida nas concentragdes estudadas. O controle nos
trés anos de colheita teve um comportamento semelhante em relagdo & emergéncia. Foi
confirmada uma melhora progressiva na emergéncia das plantulas, uma vez que houve

aumento no numero de anos de colheita (Figura 16a e b).
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Figura 4.16 - Comportamento da emergéncia ao longo dos primeiros trés anos de colheita
para os fluidos dielétricos (a) W3 e (b) Lubrax.

Semelhante as fracGes de 6leo residual (FOR), a unificacdo de todos os dados de
emergéncia das plantulas, pode ser vista como resultado de sete testes de emergéncia de
plantulas em trés anos de colheita, realizados na aplicacdo sequencial de condicbes de
diminuicdo da fracdo de fluido dielétrico (10, 7,5, 5,0, 2,5, 2,0, 1,0 e 0,5%) (Figura 4.17).
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Figura 4.17 - Perfil da previsdo dos dados de emergéncia unificados em termos de nimero
de anos de colheita (NAC).

Ao realizar um deslocamento de tempo adequado, em dados de emergéncia de
plantulas, para cada condicdo de FOR, o comportamento de emergéncia em numero de

anos de collheita foi obtido de acordo com as Equagdes (4.5) e (4.6).

EPyegetar(%) = —34.5 + 34.33. NAC — 2.17. (NAC)*  (4.5)

EPyinerai(%) = —30.43 + 26.52. NAC — 1.35. (NAC)? (4.6)

Onde:
EP: emergéncia de plantulas

NAC: nimero de anos de colheita

Os dados de emergéncia de plantulas unificados evidenciaram uma tendéncia nao
linear com o aumento do ndmero de anos de colheita em solos contaminados com o

Lubrax. Ao ajustar uma fungdo de tipo polinomial de segunda ordem aos dados de
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emergéncia de plantulas, obteve-se um ajuste de boa qualidade, conforme mostrado na
Figura 4.17.

No inicio do desenvolvimento vegetativo, as plantas de soja submetidas ao
tratamento com solo contaminado com o Lubrax durante os trés anos de colheita
apresentaram retardo de crescimento. As folhas jovens apresentaram tonalidade mais
escura e consisténcia dura e apresentaram reducgé@o no ciclo no primeiro e no segundo ano
de colheita, com 100 e 105 dias respectivamente. Houve um rapido amarelecimento das
folhas (senescéncia) e todas as folhas cairam. A senescéncia e queda foliar iniciaram-se
nos nds inferiores das plantas e subsequentemente estenderam-se para cima até as folhas

mais jovens. Nao foi observado antecipacdo no fechamento do ciclo no terceiro ano.

A altura da planta é considerada um parametro importante de resposta aos efeitos
de contaminacdo do solo, pois pode variar devido as condi¢Ges gerais do meio ambiente,
influenciando na produgdo. O resultado da anélise de variancia dos trés anos avaliados
revelou que as concentragdes e o tipo dos fluidos dielétricos tem efeito significativo sobre
a altura das plantas (p < 0,01) (Tabela 4.16). O aumento nas fracbes de contaminacgdo dos
solos causou um atraso no crescimento da planta e os dados foram ajustados usando o
modelo de regressdo quadratica aplicado aos dois fluidos dielétricos (Figuras 4.18a e b).
As plantas que cresceram em solo contaminado com o W3 tornaram-se mais altas do que
as que crescem em solo contaminado com o Lubrax. CHEN et al., (2013) também
relataram que um aumento nas fracGes de contaminacdo a base de diesel afetou
significativamente a germinagdo de sementes, o alongamento de raizes e o crescimento de

plantulas de Acorus tatarinowii.

Verificou-se uma reducdo no diametro do caule a medida que as concentracGes de
fluidos nos solos aumentaram. Os dados do didametro do caule foram ajustados por um
modelo de regressdo quadratica (Figuras 4.18c e d) e a andlise de variancia indicou que
esta variavel foi significativamente afetada pela concentracdo e pelo tipo de fluido (p <
0,01), diferenciando do controle para os trés anos de estudo (Tabela 4.16). Houve
melhorias no didmetro no terceiro ano, tanto em solos contaminados com o W3 como em
solos contaminados com o Lubrax. Notou-se que o0 solo contaminado com Lubrax causou

maior efeito no didmetro do caule das plantas.
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Figura 4.18 - Altura da planta e diametro do caule da soja de acordo com as diferentes
concentracdes de fluidos dielétricos (a) e (c) W3 e (b) e (d) Lubrax no primeiro (e),
segundo (O) e terceiro (4) ano de colheita

O estudo do sistema radicular da soja foi importante para entender as relacfes de
absorcdo de agua e nutrientes. Os dados do comprimento da raiz foram ajustados aplicando
0 modelo quadréatico para os trés anos de colheita (Figuras. 4.24a e b) e através da analise
de variancia observou-se que a concentracao e os diferentes fluidos dielétricos interferiram

no comprimento da raiz (p < 0,01), conforme mostrado na Tabela 4.16.

Observou-se que, no primeiro ano de colheita, todas as concentracGes de W3 e
Lubax influenciaram o crescimento da planta e alteraram a sua morfologia. Como
resultado, o sistema radicular da soja contaminada com W3 apresentou poucas
ramificagdes, porém houve a formacdo de nodulos. A formacdo de nodulos nas raizes foi
um indicador importante, pois sdo neles que as bactérias do género Rhizobium fixam o
nitrogénio atmosférico em compostos organicos que sdo utilizados pelas plantas,

eliminando ou diminuindo a necessidade de uso de adubos nitrogenados. Nos solos
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contaminados com Lubrax, verificou-se um aumento no nimero de ramificacdes laterais e

houve uma clara inibicdo da nodulacdo (Figuras 4.19a e b).

Figura 4.19 - Soja cultivada em solo contaminado com diferentes concentracdes de fluidos
dielétricos (a) W3 e (b) Lubrax no primeiro ano de colheita

Uma reducdo na nodulacdo de raizes de leguminosas, como observado nesta
pesquisa, também foi observado nos estudos de WERNER et al. (1998), ORTA et al.
(1999), MERKL et al. (2004) e NATERA et. al. (2005). Nestes estudos, 0s autores
sugeriram que a nodulacdo é inibida por compostos arométicos derivados de
hidrocarbonetos de petréleo que reduzem o crescimento e/ou atividade de rizébios, ou

perturbam a troca quimica de moléculas mensageiras entre simbiontes e hospedeiros.

As medidas do comprimento da raiz foram inferiores as das plantas em solo com
W3. Em ambos os casos, a morfologia da raiz diferiu do sistema radicular da soja cultivada
sob condi¢Bes normais de crescimento (Figura 4.19a e b). De acordo com GOGOSZ et. al.
(2010), o petroleo e seus derivados no solo diminuiu a capacidade de retencdo de agua
interferindo desta forma no crescimento das plantas. Portanto, o O6leo mineral
provavelmente causou uma maior impermeabilizacdo do solo do que o 6leo vegetal, o que
resultou em disponibilidade insuficiente de nutrientes para a planta e o crescimento do
sistema radicular foi uma resposta a uma deficiéncia hidrica. TAIZ & ZEIGER (2013)

relataram que o crescimento de raizes secundarias de plantas submetidas ao estresse
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hidrico € uma reacdo de autoprotecdo, a fim de estimular a busca de agua. Mais uma
evidéncia apoiando esta hipétese foi relatada por ADAM & DUNCAN (1999), que em
seus estudos descreveram um aumento das raizes laterais em plantas crescendo em solo
contaminado com petroleo, detectando-se migracdo do crescimento radicular para areas
ndo contaminadas quando tinham esta opcdo. No trabalho relatado por DA SILVA
OLIVEIRA et al. (2008), as plantas de aroeira que estavam em solo contaminado
apresentaram um sistema radicular mais ramificado e mais denso quando comparadas as

raizes das plantas que estavam em solo ndo contaminado.

O comportamento do sistema radicular da soja, no segundo ano de colheita, em solo
contaminado com os fluidos dielétrico apresentou resultado divergente em relacdo ao
primeiro ano. Nos solos contaminados com W3, as raizes apresentaram maior nimero de
ramificacdes laterais, houve formacdo de nédulos em todas as concentracfes estudadas e
0s resultados do comprimento da raiz foram superiores aos das plantas cultivadas em solos
com Lubrax. Nos solos contaminados com Lubrax houve diminuicdo no numero de
ramificacdes laterais e quase nenhum nédulo foi formado sob concentracdes de 5% e 10%.
Observou-se também que, nessas concentracdes, ocorreu reducdo da penetracdo do sistema
radicular, que pode ser interpretada como uma resposta ao aumento da compactacdo do
solo sob tais condigdes (Figuras 4.20 e 4.21).

Figura 4.20 - Soja cultivada em solo contaminado com diferentes concentragdes de fluido
dielétrico W3 no segundo ano de colheita
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Figura 4.21 - Soja cultivada em solo contaminado com diferentes concentragdes de fluido
dielétrico Lubrax no segundo ano de colheita

O sistema radicular de soja, no ultimo ano de colheita, em solo contaminado com
W3 e Lubrax sob concentragfes de 0,5% até 2,5% aproximou-se do sistema radicular do
controle em relagcdo ao numero de ramificagdes e formacéo de noédulos. O comprimento da
raiz da soja cultivada em solo contaminado com W3 foi maior do que com o Lubrax
(Figuras 4.22 e 4.23). Através da analise visual, observou-se que os solos contaminados
com Lubrax apresentaram alguma compactacao, principalmente sob as concentracgdes de 5
e 10% e as raizes desenvolveram-se superficialmente. Houve mudancas e redugdo no
comprimento do sistema radicular, restringindo a absor¢do de 4gua e nutrientes. A resposta
das raizes ao impedimento mecanico se resume, essencialmente, a pressdo que a raiz
precisa exercer para aumentar sua dimensdo ou criar novos poros. A compactagdo do solo
reduz a infiltracdo de agua no solo e aumenta o risco de erosédo e de déficit hidrico e
nutricional nas plantas, fazendo com que as raizes desenvolvam-se superficialmente
(BURIOLA PRANDO et al., 2010).
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Figura 4.22 - Soja cultivada em solo contaminado com diferentes concentragdes de fluido
dielétrico W3 no terceiro ano de colheita

Figura 4.23 - Soja cultivada em solo contaminado com diferentes concentracoes de fluido
dielétrico Lubrax no terceiro ano de colheita

Em trabalhos relatados por PEZESHKI et al. (2000), HERNANDEZ-VALENCIA
& MAGER (2003), para avaliar o efeito do petréleo nas plantas, constatou-se a formagéo
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de uma pelicula de 6leo na regido cortical e da epiderme da raiz, caule e folhas. De acordo
com HERNANDEZ-VALENCIA & MAGER (2003), a formacdo de pelicula de 6leo no
sistema radicular promoveu mudancas nas taxas de absor¢cdo de agua e nutrientes. Além
disso, os hidrocarbonetos penetraram nos tecidos das plantas e podem ocorrer danos as
membranas celulares, resultando em perda de conteudo celular, bloqueio de espagos
intercelulares e reducdo do transporte de metabdlitos e culminando em mudancas nas taxas

de processos celulares vitais, como respiracédo e fotossintese.

A quantificacdo da massa seca foi uma ferramenta importante para entender o
comportamento de crescimento, uma vez que varios processos fisioldgicos que afetam o
desenvolvimento da planta foram relacionados a este pardmetro. Com excecao da agua, a
massa seca consiste em tudo o que se encontra na planta, incluindo carboidratos, proteinas,
lipidios e nutrientes minerais. Para uma boa producdo de matéria seca, é necessario um
metabolismo equilibrado e, com desenvolvimento sem impedimento, macro e
micronutrientes devem estar disponiveis em solugdo e também devem ser absorvidos em
proporcOes equilibradas. Os nutrientes no solo melhoraram as propriedades fisicas e
quimicas do solo através da promocdo do crescimento das plantas (BRANDELERO et al.,
2002; BENINCASA, 2003).

Para os trés anos de colheita a analise de variancia mostrou que ocorreram
interacdes (p < 0,01) entre a matéria seca das raizes em relagdo as concentragoes, tipos de
fluidos e o controle (Tabela 4.16) e a funcdo quadratica se ajustou melhor para a producéo
de matéria seca radicular das plantas (Figuras 4.24c e d). Observou-se que no primeiro ano
de colheita, a producdo de matéria seca das plantas em contato com o solo contaminado
com o Lubrax apresentou uma inversdo na concavidade em relacdo as demais, atingindo
seu ponto maximo na concentracdo de 0,5% (Figura 4.24d). Este fendbmeno ocorreu devido
a maior producdo de massa seca ocasionada pelas anomalias na morfologia das raizes, que
tiveram um aumento de ramificagdes laterais como uma resposta a uma deficiéncia hidrica,
como visto anteriormente. Embora o teor de matéria seca das plantas em solo contaminado
com o Lubrax tenha sido superior ao W3, observou-se que as plantas em contato com o
Lubrax apresentaram menor desenvolvimento fisioldgico, que pode ter sido causado pelo
estresse no sistema radicular, pois quando as raizes sdo afetadas o metabolismo da planta
fica comprometido. Os valores de matéria seca radicular das plantas, no segundo ano, em
solo contaminado com W3 foram superiores aos do Lubrax. A diminui¢do acentuada no

acumulo de matéria seca das plantas com Lubrax deveu-se a mudangas em seu Sistema
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radicular. No terceiro ano de colheita, a massa seca da raiz foi maior do que o segundo ano

e 0 W3 apresentou melhores resultados.
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Figura 4.24 - Comprimento de raizes e producdo de matéria seca radicular de acordo com
as diferentes concentracdes de fluidos dielétricos (a) e (c) W3 e (b) e (d) Lubrax no
primeiro (®), segundo (O) e terceiro (4 ) ano de colheita

Pelo estudo da andlise de varidncia detectou-se interagdo (p < 0,01) entre a

emergéncia, altura da planta, diametro do caule, comprimento radicular e producdo de

matéria seca das raizes da soja em relacdo as diferentes concentracdes, diferentes tipos de

fluidos dielétricos e o controle para os trés anos de colheita em solo contaminado e a

funcdo quadratica foi a que se ajustou melhor.

Todas as concentragdes de W3 e Lubrax no primeiro ano de colheita influenciaram

na fisiologia e morfologia da soja. O segundo ano apresentou resultado divergente em

relacdo ao primeiro ano. Porém, no terceiro ano, em solo contaminado com os fluidos
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dielétrico, os resultados das avaliagdes fitotécnicas tiveram um comportamento semelhante

ao controle e 0 W3 apresentou melhores resultados do que o Lubrax.

A emergéncia de solos contaminados com W3 e Lubrax no terceiro ano foi maior
que a do segundo ano de plantio, e ocorreu emergéncia em todas as concentracoes e todas
as suas plantas completaram seu ciclo de vida. Verificou-se uma reducédo na altura das
plantas, no didmetro do caule, no comprimento da raiz e na producdo de matéria seca
radicular das plantas & medida que as concentragdes de fluidos nos solos aumentaram e 0s
resultados mostraram que o solo contaminado com Lubrax causou maior efeito na estrutura

da soja.

A andlise de variancia realizada para o primeiro, segundo e terceiro ano de
conducao do experimento mostrou que a interagao (p < 0,01) ocorreu através do teste F,
em relacdo aos anos de colheitao, entre diferentes tratamentos e tipos de fluidos dielétricos,
interferindo no nimero de vagens por planta, nimero de grdos por planta e massa de mil
grdos. As médias das testemunhas foram superiores as médias das que crescem na presenca

de W3 e Lubrax durante os trés anos, conforme Tabela 4. 17.
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Tabela 4.17 - Resumo da analise de variancia do primeiro, segundo e terceiro ano de colheita do nimero de vagem por planta (\VP), nimero de
graos por planta (GP) e massa de mil grdos (M1000) da soja em solo contaminado com diferentes concentra¢des de fluido dielétrico W3 e

Lubrax.

Quadrados médios - Ano 01

Quadrados médios - Ano 02

Quadrados médios - Ano 03

(2014/2015) (2015/2016) (2016/2017)
. Graus de Graus de Graus de
Parametros i e rdad liberdad liberdad
1oerdade VP GP M1000 1oerdade VP GP M1000 1berdade VP GP M1000
(mg) (mg) (mg)
Tratamentos 8 300.92%%  2210.19%%  348.24* 12 308.70%*  1932.60%*  219.07** 14 314.71%%  2073.03**  332.95%*
Fatorial
(AB) 7 134.34% 875.64%* 235.63%* 11 236.40%*  1485.24**  190.83** 13 270.72%%  1842.37*%  320.04**
Controle 1 1467.01%*  11552.00%*  1136.45%* 1 1104.01%*  6853.56**  529.66%* 1 886.63**  5071.54**  500.81**
Residuos 27 0.75926 1.98148 0.705 39 2.21795 2.8141 0.9075 45 2.45 4.07222 2.06956
Meédias
Controle 33.00 81.50 177.48 33.50 81.25 177.55 34.00 80.75 176.85
\Q%%e;f' 14.25 31.94 162.13 19.25 46.46 167.59 21.43 52.93 167.46
Mineral 1112 17.06 157.06 13.17 29.88 163.56 15.75 34.86 163.07
(Lubrax)
Coeficiente
de variagio 6.87 5.74 0.53 9.19 4.40 0.58 8.42 4.60 0.87
(%)

** - significativo a 1% de probabilidade, pelo teste F; A — W3 (vegetal); B — Lubrax (mineral)
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O numero de vagens por planta, graos por planta e massa de mil grdos ajustaram-se
ao modelo de regressao quadratica nos trés anos de estudo para os dois fluidos analisados,
como mostrado nas Figuras 4.25a, b, c, d, e e f. O aumento da concentragdo do W3 e do
Lubrax diminuiu a resposta dessas variaveis, evidenciando uma reducao na produtividade e
0 Lubrax apresentou resultados inferiores. Os numeros médios superiores de vagens por
planta, grdos por planta e massa de mil grdos foram observados nas concentracdes 0,5%,
1%, 2%, e 2,5%, para os dois fluidos dielétricos testados. O terceiro ano de colheita foi
superior em relagdo aos outros anos estudados para as variaveis analisadas devido a

biodegradabilidade dos fluidos no solo.

O nuamero de vagens produzido pela planta € uma das principais caracteristicas em
relacdo aos componentes de produtividade e é diretamente influenciado pelos fatores que
afetam o crescimento e a ramificacdo da planta durante a floracdo e o inicio da formacao
de vagens (MANCIN et al., 2009). A reducdo no namero total de vagens afeta diretamente
0 numero de grdos, bem como o inverso (HEIFFIG et al., 2006), observou-se neste

experimento que o nimero total de grdos teve correlagdo com o nimero de vagens.
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Figura 4.25 - Numero de vagens por planta, nUmero de grdos por planta e massa de mil
grdos de acordo com as diferentes concentracoes de fluidos dielétricos (a), (c) e (e) W3 e

(b), (d) e (f) Lubrax no primeiro (@), segundo (0) e terceiro (4) ano de colheita
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A produtividade de grdos (mg/planta) encontrada no controle foi maior do que em
todos os solos contendo fluidos dielétricos, e as plantas no solo contaminado com W3
apresentaram maior producdo que os obtidos no solo contaminado com o Lubrax. Os
valores médios de produtividade dos trés anos de colheita apresentaram uma resposta de
regressdo quadratica. O aumento da concentracéo dos fluidos dielétricos causou reducdo na
producdo (em mg/planta). Analisando o comportamento geral das plantas entre 0s
diferentes tratamentos, observou-se maior produtividade nas concentracfes de 0,5, 1, 2 e
2,5%, para o qual ambos os fluidos testados apresentaram resultados superiores durante o

terceiro ano de colheita, conforme mostrado nas (Figuras 4.26a e b).
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Figura 4.26 - Produtividade (em mg/planta) de acordo com as diferentes concentragdes de
fluidos dielétricos (a) W3 e (b) Lubrax no primeiro (®), segundo (0) e terceiro (4A) ano de
colheita

A produtividade da soja foi significativamente afetada pelas diferentes
concentracdes de W3 e Lubrax. As plantas que estavam em solo contaminadas com o W3
apresentaram valores maiores do que as plantas que estavam no solo contaminado com

Lubrax.

Neste trabalho, foi possivel avaliar a biodegradabilidade e toxicidade de fluidos
dielétricos de transformadores a fim de contribuir para uma melhor compreenséo dos riscos

ambientais em solo e no meio aquatico. A biodegradabilidade dos fluidos dielétricos de
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crambe, W3, W6 e W9 mostraram ser facilmente biodegradaveis enquanto que o fluido
dielétrico Lubrax mostrou ser mais resistente a biodegradacéo.

Os testes de toxicidade aguda forneceram dados que permitiram mensurar os efeitos
toxicoldgicos causados pelo fluido dielétrico W3 e Lubrax nas primeiras horas de um
derramamento, comparar os efeitos toxicologicos causados pelos diferentes fluidos
dielétricos definindo qual é mais toxico para 0 meio aquéatico e comparar a sensibilidade
dos diferentes organismos expostos. Os resultados obtidos no presente estudo revelam que
0 contato direto dos organismos Danio rerio e Artemia salina com o fluido dielétrico W3
causa maior mortalidade do que com o Lubrax, podendo estar associado a presenga de 6leo
na superficie da gua, deplecdo de oxigénio ou propriedades de revestimento que levaram a
asfixia dos organismos. Derrames de Oleos vegetais e seus efeitos nocivos no meio
aquatico sao relatados na literatura (MCKELVEY et al., 1980; GROENEWOLD et al.,
1982; MUDGE et al., 1993; MUDGE, 1995; RIGGER, 1997, BUCAS & SALIOT, 2002;
PEREIRA et al., 2002; WINCELE et al., 2004, SALAM et al., 2012). Tais derrames foram

prejudiciais para 0s passaros, peixes e outros organismos aquaticos.

Ja os resultados com a fracdo soltuvel em agua, o fluido dielétrico Lubrax mostrou
ser mais toxicos que o W3, sugerindo que 0s componentes existentes na estrutura no 6leo
mineral apresentam elevada toxicidade. Em relacdo aos efeitos toxicoldgicos causados pela
fracdo solivel em agua do fluido dielétrico Lubrax, estudos tem revelado que a fracdo
soltvel de produtos derivados do petroleo contém muitos hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos (HPAs) e BTEX, sendo 0s principais compostos responsaveis pela toxicidade
aquatica, podendo causar lesdes e estresse oxidativo nos organismos (SIMONATO et al.,
2008; ACHUBA & OSAKWE, 2003; VAN DER OOST et al., 2003; ZHANG et al.,
2003 e ZHANG et al., 2004).

O derramamento de 6leo no solo pode retardar a germinacdo das sementes,
diminuir a altura da planta, o didmetro do caule, a taxa fotossintética e a biomassa, ou
causar mortalidade completa das plantas. A intensidade do dano causado pelo éleo
depende de uma série de fatores como o tipo e volume do 6leo derramado, a sensibilidade
das plantas, as espécies e a extensdo da cobertura vegetal, a idade da planta, as condigdes
climaticas predominantes e época do derramamento (PEZESHKI et al., 2000; LIN et al.,
2002; PARADA & DE VIANA, 2005). Logo, os resultados de toxicidade dos fluidos
dielétricos no solo mostraram que o aumento da concentracdo dos fluidos diminuiu a

resposta aos atributos fitotécnicos da soja, diferindo do controle. No entanto, todas as
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caracteristicas avaliadas na soja apresentaram melhor desempenho, tanto qualitativa quanto
quantitativamente durante os anos de colheita. Estes resultados revelaram que as plantas,
além de ter mecanismos de defesa contra os efeitos adversos causados por esses compostos
também foram influenciadas pelo cultivo sucessivo de soja, onde a reducdo dos efeitos
nocivos sobre o crescimento e desenvolvimento da planta foi influenciada pela taxa de
degradacéo. Os testes de degradacdo dos fluidos dielétricos mostraram que houve redugédo
no TOG e no teor de carbono durante os anos agricolas em todas as concentracfes
estudadas e a taxa de degradacao dependia principalmente do composto e da concentracao

do fluido dielétrico.

Assim, os estudos comparativos da biodegradabilidade e da toxicidade desses
fluidos dielétricos no solo e no meio aquatico mostraram que o fluido dielétrico vegetal

pode ser usado como fluido dielétrico e possui potencial para substituir o mineral.
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5. CONCLUSAO

Neste estudo foram investigados os efeitos deletérios do fluido dielétrico vegetal e

mineral, através de ensaios de biodegradabilidade, toxicidade aguda utilizando os

organismos Danio rerio e Artemia salina, ensaios dos atributos quimicos e degradacgéo

(6leos e graxas) do solo e das avali¢ces das caracteristicas fitotécnicas da soja.

Os resultados da biodegradabilidade imediata mostraram que os fluidos dielétricos
vegetais (W3, W6, W9 e Crambe) sdo biodegradaveis num periodo de incubacgéo

inferior a 14 dias, enquanto o 6leo mineral (Lubrax) é dificil de ser biodegradado.

O fluido dielétrico W3 apresentou uma concentracao letal média (CLsp) menor do
que o fluido dielétrico Lubrax, causando maior mortalidade nos organismos Danio

rerio e a Artemia salina.

A fragdo soluvel em &gua do fluido dielétrico Lubrax causou uma toxicidade maior

do que o fluido dielétrico W3, em ambos 0s bioindicadores testados.

As andlises cromatograficas da fracdo solivel em agua dos fluidos dielétricos
usados nos testes com o Danio rerio, ndo foram conclusivas. Apenas sugerem que a
toxicidade causada pelo fluido dielétrico mineral (Lubrax) pode estar relacionada a
solubilidade de todas as substancias presentes em sua estrutura e ndo apenas com a

solubilidade dos n-alcanos.

A recuperacdo do meio aquatico contaminado com fluido dielétrico vegetal deve
ser realizada de imediato e na camada superficial, pois a mortalidade pode estar
associada a presenca de O6leo na superficie da agua, causando asfixia dos
organismos que vivem na superficie, deplecdo de oxigénio e formacdo de polimeros

ndo degradaveis em agua. A fracdo sollvel em &gua ndo se apresentou toxica.

De acordo com as andlises realizadas no solo, os fluidos dielétricos ndo interferiram
nos atributos quimicos (pH, P, K, Ca, Mg, CTC e V) do solo contaminado. Apenas
0 carbono apresentou variacdo crescente em relacdo as concentracfes de fluidos

dielétricos.
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Os resultados obtidos no processo de degradacéao das diferentes concentracdes e dos
diferentes tipos de fluidos dielétricos mostraram que houve reducdo do teor de
Oleos e graxas durante os anos agricolas. Os solos em presenca do W3

apresentraram maior degradacdo do que os solos contaminados com o Lubrax.

Durante os anos de colheita, as caracteristicas fitotécnicas avaliadas apresentaram
desenvolvimento e reagdes diferenciadas, em resposta a diferentes concentracfes

dos fluidos dielétricos W3 e Lubrax.

O aumento da concentragdo dos fluidos dielétricos ocasionou redugdo na
emergéncia, altura da planta, diametro do caule, comprimento radicular, produgéo
de matéria seca radicular das plantas, niUmero de vagens por planta, grdos por

planta e massa de mil gréos e produtividade.

A medida que as concentra¢des de fluidos nos solos aumentaram os resultados
mostraram que o solo contaminado com Lubrax causou maior efeito na estrutura da

soja.

O estudo mostrou que a intensidade do dano causado depende do tipo e do volume
de 6leo derramado. As plantas que estavam em solos contaminados com o Lubrax
obtiveram resultados inferiores as que foram cultivadas em solo com W3, esse

comportamento foi observado nos trés anos de colheita.

O estudo revelou que as plantas, além de ter mecanismos de defesa contra os efeitos
adversos causados por esses compostos também foram influenciadas pelo cultivo
sucessivo de soja, onde a reducdo dos efeitos nocivos sobre o crescimento e

desenvolvimento da planta foi influenciada pela taxa de degradacéo.

Por meio dos estudos comparativos da biodegradabilidade e da toxicidade dos
fluidos dielétricos no solo e no meio aquatico os resultados mostraram que o fluido
vegetal pode ser usado como fluido dielétrico em transformadores e possui

potencial para substituir o fluido mineral.
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01 - Analise cromatografica da fracéo soluvel em agua

Limpeza de materiais

Todas as vidrarias utilizadas no procedimento experimental foram previamente
lavadas com detergente neutro, enxaguadas com agua destilada e ambientadas com uma
sequéncia de solventes: metanol, acetona, diclorometano, éter de petréleo e n-hexano e
colocados em estufa a 100°C por uma hora, para eliminar uma possivel contaminagao.
Como a andlise é de tracos e para evitar possiveis contaminacgdes, tomou-se o cuidado de

usar sempre uma ponteira limpa para cada amostra nos pipetadores automaticos.

Anélise dos n-alcanos
Materiais, solventes e reagentes

Os solventes e reagentes utilizados para o experimento foram: acetona, n-hexano,
metanol, diclorometano, éter de petréleo, dimetilsulféxido e sulfato de sédio anidro, todos
grau PA da AppliChem Panreac. O sulfato de sodio anidro utilizado para o processo de
secagem durante o método de extracdo foi calcinado em mufla a 400°C por 24h, sendo
armazenado em dessecador A &gua ultrapura utilizada foi obtida em sistema Milli-Q
(Millipore da Bedford, MA, USA).

As fases inorganicas utilizadas na etapa de clean up dos extratos foram silica
gel 60 da Merck, alumina 90 neutra da Macherey-Nagel, florisil (0,150-0,250 mm) da
Merck, aerosil R 816 e aerosil R 106 da Evonik Industries, zeolita beta da Zeolyst

International.

Os gases utilizados nas andlises cromatograficas foram os gases hidrogénio,
nitrogénio e ar comprimido. O gas hidrogénio e o gas nitrogénio, ambos com pureza de
99,9999%, foram adquiridos da Linde. J& o ar comprimido utilizado passa por dois filtros
diferentes, DDx 11 e PDx 11 da Atlas Copco.
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Padraéo e solucao

O padréo de n-alcanos (Cgs—Cao), com grau de pureza acima de 99,5%, foi adquirido da
AccuStandard®, Inc. Foi preparada uma solugéo estoque de n-alcanos (C08-C40) em
diclorometano, na concentragdo de 20 mg.L-1. A validade dessa solucdo é de
aproximadamente 6 meses. Em seguida, a partir dessa solucdo estoque, foram preparadas
as solugdes usadas para a construcdo da curva de calibracdo e para a fortificacdo das

matrizes.

Extracéo por Ultrassom

Em recipiente de vidro foi colocado aproximadamente 50 mL de amostra e 30 g de
sulfato de sodio anidro calcinado e, adicionados 100 mL de diclorometano. A mistura foi
submetida ao banho de ultrassom (Transsonic 460/H Elma) por 30 minutos. A extracdo foi
repetida mais duas vezes recolhendo as fases organicas em um mesmo frasco passando por
filtro de papel Whatman n° 41 (ou equivalente). O extrato foi recolhido em um bal&o de
reducdo de volume adicionando-se 10 gotas de dimetilsulfoxido. Realizou-se a reducao do
volume até aproximadamente 2 mL em concentrador apropriado (temperatura
aproximadamente de 45 °C). Apds a reducdo do volume, transferiu-se o volume resultante
para a coluna de clean up, quantitativamente, lavando o frasco com 3 aliquotas de 1 mL de

n-hexano.

Instrumentacéo

Para o desenvolvimento desse trabalho foi utilizado um cromatdgrafo a gas, marca
Shimadzu, modelo GC 2010, utilizando detector do tipo FID. Foi utilizada uma coluna
capilar ZB-1 (fase estacionaria contendo 99% de dimetil polisiloxano e 1% de
grupamentos fenila), com 30 m de comprimento, 0,25 mm de didmetro interno e 0,25 pm
de espessura de fase estacionaria. O gas de arraste utilizado foi o nitrogénio, com um fluxo
de 1,49 mL.min-1. As temperaturas do injetor e do detector foram mantidas em 280 °C e
325 °C, respectivamente. O tipo de ionizagdo empregado foi por ionizacdo de chama

(FID), operando sob ar comprimido e hidrogénio gasoso. O volume de inje¢do foi de 1 pL
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no modo split, sendo esse, 10:01. A temperatura inicial do forno foi de 50 °C,
permanecendo nessa temperatura por 5 minutos. Em seguida, a temperatura foi elevada a
325 °C com taxa de aquecimento de 20 °C/min, onde permaneceu por 12 minutos. Para o

tratamento dos dados, foi utilizado o software GC Solution da Shimadzu.
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02 - Analise dos atributos quimicos do solo

1. Preparo da amostra

As amostras de solo de cada tratamento foram secas em estufa com circulacéo de ar
forcada modelo CE - 220, marca CIENLAB, & temperatura de 40°C por 48 horas. Apés a
secagem as amostras foram espalhadas sobre uma folha de papel em um tabuleiro e
destorrou-se, manualmente, os torrdes existes, com um rolo de madeira. Na sequencia as
amostras foram passaram por uma peneira com malha de 2 mm e foram transferidas para

um recipiente apropriado, devidamente identificado.

2. Determinacédo do pH pelo método de CaCl, 0,01 mol/L
2.1.Preparo das solugdes

a) Solucdo padrdo pH 4,00, marca Digimed.

b) Solugéo padréo pH 7,00, marca Digimed

c) Solucdo de cloreto de calcio 0,01 mol L™: Dissolveu-se 1,47 g de CaCl,.2H,0 p.a.,
em agua destilada, agitou-se para dissolver o sal, completado o volume para 1 litro.

O pH da solucéo foi ajustado para 5,5 com acido acético.

2.2.Procedimento analitico

Colocou-se 10 mL de solo de cada um dos tratamentos em béqueres de 100 mL,
devidamente numerados. Adicionou-se 25 mL de CaCl, 0,01 mol/L, em uma relagéo 1:2,5
(proporcgéo de solo e CaCl,). Agitaram-se as misturas com bastdo de vidro e deixou em
repouso por 15 minutos para molhamento completo da amostra. Depois de transcorrido
esse tempo, agitou-se novamente cada mistura com agitador de hélice, modelo AE — 40,
marca Gehaka por 5 minutos a 220 rpm. As amostras foram deixadas em repouso durante

30 minutos para o equilibrio e a decantacdo da suspensao.

144



Efetuou-se a calibragcdo do potencidometro com solucéo padréo de pH 7,0 e pH 4,0,
as solucdes foram retiradas da geladeira com antecedéncia de forma a estarem a
temperatura ambiente no instante da calibracdo. Decorridos 30 minutos efetuou-se a
leitura do pH através do potencidmetro com eletrodo combinado, modelo DM - 22, marca

Digimed, mergulhando o eletrodo na suspensdo homogeneizada, sem nova agitacgéo.

3. Determinacdo de pH pelo método da solucdo tampdo SMP - Analise do
Hidrogénio mais Aluminio (H+ + Al+3)

3.1.Preparo das solugdes

a) Solucéo padrdo pH 4,00, marca Digimed.

b) Solugéo padréo pH 7,00, marca Digimed

c) Solugdo-tampdo SMP (para 4 L): SMP sdo as iniciais dos pesquisadores que
desenvolveram o método (Shoemaker, Mclean & Pratt). Pesou-se 14,58 g de p-
nitrofenol que foram transferidos para um béquer de 1000 mL e dissolvidos em 400
mL de agua destilada quente (50° a 60°C). Colocou-se 500 mL de agua destilada
em béquer de 4000 mL e, agitou-se com um bastdo de vidro e colocou-se agua
destilada gradativamente entre um reagente e outro, adicionou-se na sequéncia:
20,0 mL (com proveta) de trietanolamina; 24,0 g de cromato de potassio (K2CrO4);
8,0 g de acetato de calcio (Ca(CH3COQ),); e 424,0 g de cloreto de célcio -
CaCl,.2H,0. Adicionou-se a solucdo de p-nitrofenol preparada. Juntou-se agua
destilada até aproximadamente 3000 mL. Misturou-se bem com um bastéo de vidro
e ajustou-se o pH para 7,5. Completou-se o volume do baldo para 4000 mL e
agitou-se. A solucdo foi guardada por 7 dias antes do uso, agitando de vez em

quando, e depois acertou novamente o pH.

3.2.Procedimento analitico

Na mesma amostra em que foi feito o pH CaCl, 0,01 mol/L, adicionou-se imediatamente
apos a leitura do pH, 5 ml de solucdo SMP. Agitaram-se as misturas de cada um dos
tratamentos em agitador de hélice, modelo AE — 40, marca Gehaka a 220 rpm, por 15

minutos, deixando em repouso por 1 horas.

145



Foi efetuada a calibragéo do potencidmetro com as solugdes padrdo de pH 7,0 e pH
4,0, antes de iniciar as determinagdes. Procedeu-se a leitura do pH de equilibrio da
suspensdo tampdo, denominada pH SMP, através do potencidmetro com eletrodo

combinado, modelo DM - 22, marca Digimed.

4. Extracdo com KCI 1 mol L-1: célcio, magnésio e aluminio

O Ca e 0 Mg trocaveis sio extraidos por KCI 1 mol L™, em conjunto com o Al
trocavel, titulando-se, numa fracdo do extrato, o aluminio com NaOH, na presenca de azul

de bromotimol como indicador.

4.1.Extracédo do Ca, Mg e Al

4.1.1. Preparo da solucio

a) Solucdo de KCI 1 mol L™: 745,57 g de KCI p.a foram pesados e transferidos para
um baldo aferido de 10 L. Adicionou-se 5 L de agua destilada e agitou-se para

dissolver o sal. Completou-se o volume com agua destilada (10 L).

4.1.2.Procedimento analitico

Para a extracdo do Ca, Mg e Al, colocou-se 10 mL de solo de cada um dos
tratamentos em erlenmeyers de 125 mL. Adicionou-se 100 mL de solugéo de KCI 1 mol L
! Agitaram-se as amostras em agitador orbital modelo DSR - 10, marca Global Trade

Technology por 15 min a 220 rpm e deixou decantar durante 12 horas.

5. Determinacao do célcio + magnésio trocaveis - Método complexométrico com
o emprego do EDTA

5.1.Preparo das solugdes

a) Solucdo de KCN a 100 g L™: Pesou-se 100 g de KCN que foram transferidos para

um baldo aferido de 1 L. Completou-se o volume com agua destilada.
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b)

d)

f)

9)

h)

Solugéo-tampéo: 67,50 g de NH4Cl foram pesados e transferidos para um bal&o
aferido de 1 L. Colocou-se 150 mL de agua destilada e agitou-se para dissolver o
NH,4CI. Adicionou-se na sequéncia: 600 mL de NH4;OH concentrado, 0,616 g de
MgSQO,.7H,0 e 0,930 g de EDTA (sal dissodico). A solucdo foi agitada para a
homogeneizacdo e completar o volume com agua destilada (1 L).

Coquetel: Colocou-se, em proveta graduada de 1 L, 600 mL de solugéo tampéo,
300 mL de trietanolamina e 100 mL de solucdo de KCN a 100 g L™
Homogeneizou com bastao de vidro e guardou em frasco tampado.

Solucdo de EDTA 0,05 mol L™: Pesou-se 18,6126 g de EDTA (sal dissédico) com
pureza igual a 100% e transferiu para um baldo aferido de 1 L. Adicionou-se agua
destilada e agitou-se para dissolver o EDTA, completando o volume.

Solucdo de EDTA 0,0125 mol L™: Pipetou-se 250 ml da solucdo de EDTA 0,05
mol L e transferiu-se para um balo aferido de 1 L. Completou-se o volume com
agua destilada.

Solucio de CaCOj3 0,05 mol L™ Pesou-se 5,0040 g de CaCOs, p.a e colocou-se em
béquer de 400 mL, onde foram umedecidos com &gua destilada. Adicionou-se,
gota a gota, HCl p.a. concentrado, até cessar a efervescéncia. Aqueceu-se
ligeiramente, para facilitar a dissolucdo. Apds a solucdo ter sido esfriada,
transferiu-se para baldo volumétrico de 1 L, lavou-se o béquer, vérias vezes, com
jatos de &gua provenientes de uma pisseta. Completou-se o volume com agua
destilada.

Indicador negro de eriocromo-T: Pesou-se 0,2 g de negro de eriocromo-T que
foram dissolvidos em 50 mL de solucédo de alcool metilico com borax.

Solucéo de alcool metilico com bérax: Pesou-se 4 g de bdrax e dissolveu-se em 250

mL de alcool metilico.

5.2.Procedimento analitico

Pipetou-se 25 mL do sobrenadante do extrato de cada tratamento e transferiu para

erlenmeyers de 125 mL. Adicionou-se 4 mL do coquetel de cianeto de potassio,
trietanolamina e solucdo-tampdo. Juntou-se 30 mg de &cido ascorbico e trés gotas do
indicador negro de eriocromo-T. O indicador foi colocado imediatamente antes do inicio

da titulacdo. A titulacdo com sal dissédico de EDTA 0,0125 mol L™ foi realizada com um
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titulador automatico modelo Dosimat 665, marca Metrohm. A viragem se deu do rdseo
para 0 azul puro. O teor de Ca** + Mg?" existente nas amostras foi dado pela seguinte
igualdade:

cmol. de Ca?* + Mg®*/dm?® de solo = mL de EDTA 0,0125 mol L™ gastos na titulag&o

6. Determinacao do célcio trocavel - Método complexométrico com o emprego do
EDTA e acido calcon carbonico.

6.1.Preparo das solugdes

Além dos ja relacionados no item 5.1:

a) Solucéo de KOH a 100 g L™: Pesou-se 100 g de KOH e transferiu-se para um baldo
volumeétrico de 1 L. Completou-se o volume com agua destilada.

b) Indicador acido calcon carbdnico + sulfato de sodio: 99,0 g de sulfato de sodio
anidro p.a. foram pesados e colocados em gral de porcelana. Adicionou-se 1,0 g de
acido calcon carbdnico (C,;H14N207S.3H,0). Triturou-se bem a mistura até obter

um po6 fino e homogéneo. A mistura foi guardada em frasco escuro.

6.2.Procedimento analitico

Pipetou-se 25 mL do sobrenadante do extrato de cada tratamento e transferiu para
erlenmeyers de 125 mL. Adicionou-se 3 mL de KOH a 100 g L™, 30 mg de &cido
ascorbico e 30 mg do indicador &cido calcon carbdnico + sulfato de sodio. A titulagdo com
EDTA 0,0125 mol L™ foi realizada com um titulador automético modelo Dosimat 665,
marca Metrohm. A viragem se deu do vermelho intenso para o azul intenso. puro. O teor

de Ca®" existente nas amostras foi dado pela seguinte igualdade:

cmol. de Ca?*/dm? de solo = mL de EDTA 0,0125 mol L™ gastos na titulacdo
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7.

Determinacdo do magnésio trocavel

O magnésio é obtido por diferenca entre as duas titulagcdes anteriores descritas nos

itens 5 e 6.

O teor de Mg”" existente nas amostras foi dado pela seguinte igualdade:

cmol. de Mg /dm® de solo = (cmol, de Ca** + Mg?*/dm? de solo) — (cmol,, de Ca®*/dm? de

solo).

8.

Determinacdo do aluminio trocdvel - Método volumétrico por titulacdo com
hidréxido de sédio, apds a extracao do Al3+ do solo por KCI 1 mol L-1

8.1.Preparo das solugdes

b)

d)

Solucio de NaOH 1 mol L™: Pesou-se 40 g de NaOH p.a e transferiu-se para um
baldo volumétrico de 1 L, onde foram dissolvidos em agua destilada fervida.
Completou-se o volume com &gua destilada e corrigiu-se o titulo com padrdo
primario (biftalato acido de potéssio).

Solucio de NaOH 0,1 mol L™: Pipetou-se 100 mL da solucdo de NaOH 1 mol L™ e
transferiu-se para baldo volumétrico de 1 L. Completou-se o volume com agua
destilada e homogeneizou-se.

Solugdo de NaOH 0,025 mol L™ 25 mL da solugdo de NaOH 1 mol L™ foram
pipetados e transferidos para baldo volumétrico de 1 L. Completou-se o volume
com agua destilada e homogeneizou-se.

Indicador azul de bromotimol a 1 g L™: Pesou-se 0,1 g do indicador, colocou-se em
gral e adicionou-se 1,6 mL de NaOH 0,1 mol L™. Triturou-se bem até a mistura
ficar azul esverdeado. Transferiu-se para baldo aferido de 100 mL, lavou-se bem o
gral com auxilio de uma pisseta. Completou-se o volume com agua destilada e

guardou o indicador em frasco escuro.

8.2.Procedimento analitico

Pipetou-se, sem filtrar, 25 mL do extrato de cada tratamento e transferiu-se para

erlenmeyer de 125 mL. Adicionar 3 gotas do indicador azul de bromotimol a 1 g L™
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Titulou-se com solugdo de NaOH 0,025 mol L™ usando um titulador automatico modelo
Dosimat 665, marca Metrohm. A viragem se deu do amarelo para o verde, indicando o

I3

final da reacdo. O teor de Al°" existente nas amostras foi dado pela seguinte igualdade:

cmol. de APF*/dm? de solo = mL de NaOH 0,025 mol L™ gastos na titulacdo

9. Extracdo com solucédo de Mehlich 1: fosfoto e potassio

A solugdo extratora de Mehlich 1, também chamada de solugdo duplo-acida ou de
Carolina do Norte, é constituida por uma mistura de HCI 0,05 mol L™ + H,SO, 0,0125 mol
L. O emprego dessa solucdo como extratora de fésforo e potéassio do solo baseia-se na
solubilizacdo desses elementos pelo efeito de pH, entre 2 e 3, sendo o papel do CI" o de

restringir o processo de readsor¢éo dos fosfatos recém-extraidos.

9.1.Extracdode Pe K

9.1.1. Preparo da solugéo
a) Solucdo extratora duplo-acida (HCI 0,05 mol L* + H,SO, 0,0125 mol L™):

Adicionou-se 43 mL de acido cloridrico p.a. € 6,9 mL de acido sulfurico p.a. em
aproximadamente 5 L de agua destilada, contidos em baldo aferido de 10 L.

Agitou-se e completou-se o volume com agua destilada

9.1.2. Procedimento analitico

Para a extracdo do P e K, colocou-se 10 mL de solo de cada tratamento, em
erlenmeyer de 125 mL. Adicionou-se 100 mL de solu¢do extratora duplo-acida (HCI 0,05
mol L™ + H,SO4 0,0125 mol L™). Agitaram-se as amostras em agitador orbital modelo
DSR - 10, marca Global Trade Technology por 15 minutos a 220 rpm (ndo foi necessario

tampar os erlenmeyers) e deixou decantar durante 12 horas.
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10. Determinacao do fosforo disponivel — Método espectrofotométrico

10.1. Preparo das solugdes

b)

d)

Solucdo &cida de molibdato de aménio (concentrada): 2 g de subcarbonato de
bismuto foram pesados e colocados em baldo aferido de 1 L contendo
aproximadamente 250 mL de agua destilada. Adicionou-se, rapidamente, 150 mL
de &cido sulfarico concentrado p.a. e agitou-se até a dissolugdo completa do sal de
bismuto e deixou esfriar. Preparar a solu¢do de molibdato de amdnio pesou-se 20 g
em 200 mL de agua destilada e transferiu-se esta solucdo para o baldo um 1 L.
Agitou-se e completou-se o volume com agua destilada.

Solucdo &cida de molibdato de aménio (diluida): Colocou-se 300 mL da solugdo
concentrada em baldo aferido de 1 L e completou-se o volume com &gua destilada.
Solucéo padréo de fosforo (50 mg de P/L): Pesou-se 0,2195 g de KH,PO, p.a.,
previamente seco em estufa a 105 °C que foram dissolvidos em &gua destilada
contida em bal&o aferido de 1 L. Adicionou-se 3 mL de H,SO, concentrado para
assegurar a perfeita dissolucdo do fosfato e completou-se o volume com &gua
destilada.

Solugdes padrédo de fosforo (1, 2, 3 e 4 mg de P/L): Pipetou-se 5, 10, 15 e 20 mL da
solugéo de 50 mg de P/L. As solugdes foram colocadas em balGes aferidos de 250
mL e completou-se o volume com solucdo extratora. Essas quatro solugbes tém,
respectivamente, 1, 2, 3 e 4 mg de P/L. Guardou-se em frascos tampados e

identificou-se cada um deles com a concentracao da solucdo.

10.2. Preparo da curva de calibracao dos padroes

Colocou-se 5 mL de cada solucdo padrdo diluida (1, 2, 3 e 4 mg de P/L) em

erlenmeyers de 125 mL. Adicionou-se 10 mL de solu¢do acida de molibdato de aménio e
30 mg de &cido ascorbico. O mesmo procedimento foi feito para a determinacéo do fésforo
no extrato do solo de cada tratamento. Foi realizado trés repeticdes de cada padrao.
Decorrido o tempo para o completo desenvolvimento da cor, efetuou-se a leitura no

espectrofotobmetro modelo Genesys 10S UV - VIS, marca Thermo Scientificda
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comprimento de onda de 660 nm e anotaram-se as leituras, em absorbancia,

correspondentes a cada padréo.

Com o espectrofotdometro bem regulado, as leituras desses quatro padrdes guardou
proporcéo constante e foram plotadas em um gréafico, fornecendo uma reta que passa pela
origem. Dessa forma foi possivel estabelecer, com seguran¢a, um Unico fator (Fp) para as
interpolagdes. O fator Fp € o coeficiente angular da reta obtida grafando-se os valores de
concentracdo de fosforo dos padrdes no eixo das abcissas e as respectivas leituras no eixo

das ordenadas.

10.3. Procedimento analitico

Pipetou-se, sem filtrar, 25 mL do sobrenadante da extragcdo Mehlich de cada
tratamento (apds o repouso de 12 horas) e colocou-se em cadinhos apropriados de
aproximadamente 30 mL. Exatamente, 5 mL da extracdo de cada tratamento foram
pipetados e transferidos para erlenmeyer de 125 mL. O restante foi reservado para
determinacéo de K*. Adicionou-se 10 mL de solucéo cida de molibdato de aménio diluida
em todos os tratamentos e juntou-se 30 mg de &cido ascorbico em p6. As solucBes foram
agitadas durante dois minutos no agitador orbital modelo DSR - 10, marca Global Trade
Technology a 220 rpm. Na sequéncia, deixou-se desenvolver a cor durante uma hora. Apés
esse periodo, efetuou-se a leitura no espectrofotdmetro modelo Genesys 10S UV — VIS,
marca Thermo Scientificda comprimento de onda de 660nm.

10.4. Calculo do teor de fésforo no solo

Considerando que a concentracdo de fosforo na amostra sofreu diluicdo de 1:10 na
extracdo, para a obtencdo direta da concentracdo de fosforo no solo o fator Fp foi
multiplicado por 10. Assim, o calculo do teor de fosforo assimildvel na amostra foi obtido
convertendo-se a leitura efetuada no aparelho em mg de P/dm® de solo através da reta

padrdo e de acordo com a Equacéo 1:

mg de P/dm® no solo = leiturax 10 Fp (1)
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11. Determinacao do potassio trocavel - Méetodo direto pelo fotbmetro de chama.

11.1. Preparo das solugdes

a) Solucio padrdo de potassio (10,0 mmol de K */L): Pesou-se 0,7460 g de KCI p.a.,
previamente seco em estufa a 105 °C e transferiu para baldo aferido de 1 L.
Dissolveu e completou o volume com &gua.

b) Solugdo padrdo de potassio (1,0 mmol de K*/L): Pipetou-se 100 mL da solugéo de
10,0 mmol de K*/L, transferiu para baldo aferido de 1L e Completou o volume com
agua.

¢) Solugdes padrdo de potassio (0,1; 0,2; 0,3; e 0,4 mmol de K*/L): Foram pipetados
50, 100, 150 e 200 mL da solugdo padrdo de 1,0 mmol de K* /L e colocados em
baldes aferidos de 500 mL. Completou-se o volume com solucdo extratora e
transferiu para frascos apropriados. Identificou cada um deles com a concentracéo
correspondente: 0,1; 0,2; 0,3; e 0,4 mmol de K*/L.

11.2. Preparo da curva de calibracao dos padroes

Selecionou-se o filtro préprio para potéssio e aferir o fotdmetro com agua destilada
para o ponto zero. Levaram as quatro solu¢fes padrdo diluidas (0,1; 0,2; 0,3; e 0,4 mmol
de K*/L) ao fotdmetro de chama modelo B 262, marca Micronal e efetuaram-se as leituras
correspondentes. Elaborou-se um gréfico onde as concentracfes dos padrdes sdo colocadas
no eixo das abcissas e as leituras no eixo das ordenadas. Uniram-se 0s pontos, para a
obtencdo da reta padrdo, passando pela origem. O fator Fk é o coeficiente angular dessa

reta padrdo.

11.3. Procedimento analitico

Utilizar a parte do extrato de cada tratamento (20 mL) que foi reservada para as
determinacdes de K*, quando da retirada da aliquota para determinacéo do fosforo. Antes
de proceder a leitura da amostra, selecionou-se o filtro proprio para potassio. Aferiu o

fotdmetro com &gua destilada para o ponto zero e com a solugdo padrdo de 0,2 mmol de
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K*/L no valor correspondente ao centro da escala. Levou o extrato de cada tratamento ao
fotbmetro de chama modelo B 262, marca Micronal e efetuou a leitura na escala do

aparelho.

11.4. Célculo do teor de potéassio no solo

Em razdo da diluicio de 1:10 na extragdo, as concentracdes de K* nos padrbes em
mmol/L correspondem aos teores de potéassio da amostra em, cmol/dm?® . Assim, o calculo

do teor de potéssio trocavel na amostra é dado pela Equacgéo (2):

mg de K*/dm® no solo = leiturax Fk x 390 (2)

12. Determinacdo da matéria organica através do carbono

O carbono da matéria organica da amostra é oxidado a CO;, e o cromo (Cr) da
solucéo extratora é reduzido da valéncia +6 (Cr*®) a valéncia +3 (Cr**). Na seqiiéncia, faz-
se a titulacdo do excesso de bicromato de potassio pelo sulfato ferroso amoniacal.

12.1. Extracéo do C

12.1.1. Preparo da solugéo

a) Solucdo de bicromato de potéassio 0,2 mol L™: Pesou-se 39,22 g de K,Cr,0; p.a.,
previamente seco em estufa a 130 °C, durante uma hora. Colocou em baldo aferido
de 2 L e adicionou 500 mL de agua destilada para dissolver o sal. Juntou uma
mistura, ja fria, de 100 mL de acido sulfarico concentrado e 500 mL de &gua
destilada. Agitou bem para dissolver o sal e deixou esfriar, completando o volume

do baldo com &gua destilada.
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12.1.2. Procedimento analitico

Pesou-se com balanca analitica de precisdo modelo ML204, marca Metteler
Toledo, 20 g de solo de cada tratamento, triturou e passou em peneira de 80 mesh. Pesou-
se 0,5 g do solo triturado de cada tratamento e transferiu para erlenmeyer de 250 mL.
Pipetou-se 10 mL da solugdo de bicromato de potéssio 0,2 mol L™ e adicionou as amostra
de solo a serem analisadas. Colocou-se um tubo de ensaio de 25 mm de diametro e 250
mm de altura, cheio de &gua e protegido com papel aluminio, na boca do erlenmeyer, que
funcionou como condensador e aqueceu, em placa aquecedora modelo AA-2050, marca

Gehaka, até a fervura branda, durante 5 minutos.

13. Determinacao do carbono - Método volumétrico pelo bicromato de potassio

13.1. Preparo das solugdes

a) Solucdo de sulfato ferroso amoniacal 0,05 mol L™: Pesou 40 g de Fe(NH); (SO4)-.
6H,0 cristalizado (sal de Mohr) e colocou em bal&o aferido de 1 L. Juntou, 500 mL
de 4gua destilada contendo 10 mL de &cido sulfarico concentrado para dissolugdo
do sal. Agitou bem e completou o volume do baldo com agua destilada.

b) Indicador difenilamina a 10 g L™: Pesou 1 g de difenilamina e dissolveu em 100
mL de &cido sulfdrico concentrado.

¢) Acido ortofosforico: Utilizou o produto (HzPO,) concentrado (85%), p.a.

13.2. Procedimento analitico

Deixou as amostras esfriarem e juntou 80 mL de &gua destilada, ImL de acido
ortofosforico e 3 gotas do indicador difenilamina a 10 g L™. As amostras foram tituladas
com solucdo de sulfato ferroso amoniacal 0,05 mol L™, usando um titulador automético
modelo Dosimat 665, marca Metrohm. A viragem ocorreu quando a cor azul desapareceu,
dando lugar ao verde. Anotou-se o numero de mililitros gastos. Efetuou-se uma prova em
branco com 10 mL da solucdo de bicromato de potassio. Anotou-se o volume de sulfato

ferroso amoniacal gasto na prova em branco.
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14. Célculo do teor de carbono orgéanico no solo (CTC)

A percentagem de carbono organico existente na amostra € dada pela Equacao 3:
g de carbono/kg de solo = 0,06 x V [40 — (Vax )] x “f” 3)
em que:
V = volume de bicromato de potéssio empregado
Va = volume de sulfato ferroso amoniacal gasto na titulacdo da amostra
f = 40/volume de sulfato ferroso amoniacal gasto na titulacéo da prova em branco
0,06 = fator de correcdo, decorrente das aliquotas tomadas

“f” = fator de corre¢do para solo

15. Soma de bases (*S)

O valor *S, que é a soma de bases trocaveis, € calculado em cmol/dm? de solo, de

acordo com a Equacao 4:

*S=Ca” + Mg™ + K" (4)

16. Capacidade de troca de cations (*T)

O valor *T, ou capacidade de troca de cétions, que corresponde a soma das bases trocaveis

mais a acidez potencial, é calculado em cmo./dm? de solo, de acordo com a Equagéo 5:

*T=*S+H"+AI*) (5

17. Indice de saturacéo por bases (*V)

O valor *V, ou indice de saturacdo por bases, é calculado em percentagem, de
acordo com a Equagéo 6:
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oy~ 100x°S ;
V=—0% (©6)

18. Saturacao por aluminio (*Al)

O valor AI**, ou indice de saturagdo por aluminio trocavel ou % de AI** é calculado
em percentagem, de acordo com a Equacéo 7:

A — 100 x A3t ;
TS+ At (7)

Observacao:

Os resultados numéricos do valor “S e do valor “T sd0 expressos com uma casa

decimal. Os resultados do valor "V e do valor “Al sdo expressos em ndimeros inteiros.
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03 - Solubilidades em agua para 0s componentes puros
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Yalkowsky, S.H., He, Yan., Handbook of Aqueous
} Solubility Data: An Extensive Compilation of Aqueous
n O((::;ano Ogg En(é]:/L Solubility Data for Organic Compounds Extracted from the
(C8) AQUASOL dATAbASE. CRC Press LLC, Boca Raton, FL.
2003., p. 536
Riddick, J.A., W.B. Bunger, Sakano T.K. Techniques of
n-Nonano 0.220 mg/L Chemistry 4th ed., Volume 11. Organic Solvents. New York,
(C9) 25°C NY: John Wiley and Sons., 1985., p. 123
_ _ Yalkowsky, S.H., He, Yan, Jain, P. Handbook of Aqueous
n-Decano 5'20X1002 mg/L Solubility Data Second Edition. CRC Press, Boca Raton, FL
(C10) 25°C 2010, p. 745
n-Undecano 0.0044 mg/L Yalkowsky, S.H., He, Yan, Jain, P. Handbook of Aqueous
(C11) ' 25 O Solubility Data Second Edition. CRC Press, Boca Raton, FL
5 2010, p. 806
3 Kertes AS; Hidrocarbonetos com &gua e agua salgada Parte
n-Dodecano 3,7x10°mg/L 1. Hidrocarbonetos C8 a C31.Série de Dados de
(C12) 25°C Solubilidade Vol 38; Shaw PC ed; Pergamon Press, UK:

553 pp (1989)

n-Pentadecano
(C15)

40x10°mg/L
25°C

Yalkowsky, SH, He, Yan, Jain, P. Manual de Dados de
Solubilidade Aquosa Segunda Edicdo. CRC Press, Boca
Raton, FL 2010, p. 806

n-Hexadecano
(C16)

21x10°mg/L
25°C

Coates M et al; Environ Sci Technol 19: 628-32 (1985)

n-Heptadecano
(C17)

2,3x10%mg/L
25°C

Wakeham SG ET al; Canadian J Fish Aqua Sci 40: 304-21
(1983)

n-Octadecano
(C18)

6,0x10°mg /L
25°C

Yalkowsky, SH, He, Yan, Jain, P. Manual de Dados de
Solubilidade Aquosa Segunda Edicdo. CRC Press, Boca
Raton, FL 2010, p. 1184

n-Nonadecano
(C19)

3,7x10°mg/L
25°C

US EPA; Suite de interface de programa de estimativa
(EPI). Ver. 4.1. Novembro de 2012. Disponivel a partir de
17 de novembro de 2016: http://wwwz2.epa.gov/tsca-
screening-tools
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n-Eicosano
(C20)

1,9x10%mg/L
25°C

Mackay D, Shiu WY; J Phys Chem Ref Data 19: 1175-99
(1981)

n-Heneicosano

2,9x10%mg/L

Coates M et al; Environ Sci Technol 19: 628-32 (1985)

(C21) 25°C
n-Docosano 7.77 x 107 mg/ L Dauber.t . TE, Danner ' RP~; Propriedades  fisicas e
c2o 259 C termodinamicas da compilacdo de dados de produtos
( ) quimicos puros. Washington, DC: Taylor e Francis (1989)
. 5 US EPA; Suite de interface de programa de estimativa
n-Tricosano 2.317x 10" mg/L | (EPI). Ver. 4.1. Novembro de 2012. Disponivel a partir de
(C23) 25°C 17 de novembro de 2016: http://wwwz2.epa.gov/tsca-

screening-tools

n-Tetracosano

6,44 x10%mg/ L

US EPA; Suite de interface de programa de estimativa
(EPI). Ver. 4.1. Novembro de 2012. Disponivel a partir de

(C24) 25°C 17 de novembro de 2016: http://www2.epa.gov/tsca-
screening-tools

_ -8 US EPA; Estimation Program Interface (EPI) Suite. Ver.

n Pergggosano 2'0462)(5100(: mg/L 4.1. Nov, 2012. Available from, as of Nov 17,
( ) 2016:http://wwwz2.epa.gov/tsca-screening-tools

9 US EPA; Estimation Program Interface (EPI) Suite. Ver.

n-Hexacosano 6.2 x 10™ mg/L 41. Nov, 2012. Available from, as of Nov 10,
(C26) 25°C 2016:http://www2.epa.gov/tsca-screening-tools

. -9 US EPA; Estimation Program Interface (EPI) Suite. Ver.

n He(%z(;o)sano 2.8 X2]5'00 Cmg/L 4.1. Nov, 2012. Available from, as of Nov 10,

2016:http://wwwz2.epa.gov/tsca-screening-tools

n-Octacosano

5.6 x 10" mg/L

US EPA; Estimation Program Interface (EPI) Suite. Ver.
4.1. Nov, 2012. Available from, as of Nov 10,

(C28) 25°C 2016:http://www2.epa.gov/tsca-screening-tools

_ -10 US EPA; Estimation Program Interface (EPI) Suite. Ver.

n Nogazcgsano 16 X21500 Cmg/L 4.1. Nov, 2012. Available from, as of Nov 10,
( ) 2016:http://www2.epa.gov/tsca-screening-tools

) 1 US EPA; Estimation Program Interface (EPI) Suite. Ver.

n- triacontano 504x 107" mg/L |4.1. Nov, 2012. Available from, as of Nov 10,
(C30) 25°C 2016:http://www?2.epa.gov/tsca-screening-tools

) 1 US EPA; Estimation Program Interface (EPI) Suite. Ver.

n-Hentriacontano 152x 107" mg/L | 4.1. Nov, 2012. Available from, as of Nov 10,
(C31) 25°C 2016:http://www2.epa.gov/tsca-screening-tools

159



http://www2.epa.gov/tsca-screening-tools
http://www2.epa.gov/tsca-screening-tools
http://www2.epa.gov/tsca-screening-tools
http://www2.epa.gov/tsca-screening-tools
http://www2.epa.gov/tsca-screening-tools
http://www2.epa.gov/tsca-screening-tools
http://www2.epa.gov/tsca-screening-tools
http://www2.epa.gov/tsca-screening-tools
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n-dotriacontano
(C32)

4.62 x 10> mg/L
25°C

US EPA; Estimation Program Interface (EPI) Suite. Ver.
4.1. Nov, 2012. Available from, as of Nov 10,
2016:http://wwwz2.epa.gov/tsca-screening-tools

n-tritriacontano
(C33)

1.41 x 10 mg/L
25°C

US EPA; Estimation Program Interface (EPI) Suite. Ver.
4.1. Nov, 2012. Available from, as of Nov 10,
2016:http://www2.epa.gov/tsca-screening-tools

n-Hexatriacontano

3.9 x 10™ mg/L

US EPA; Estimation Program Interface (EPI) Suite. Ver.
4.1. Nov, 2012. Available from, as of Nov 10,

(C36) 25°C 2016:http://www2.epa.gov/tsca-screening-tools
: 5 US EPA; Estimation Program Interface (EPI) Suite. Ver.
(I;Itéll_r;o L7 X2:|5.00 Cmg/L 4.1. Nov, 2012. Available from, as of Nov 7,
(C2oHa2) 2016:http://www2.epa.gov/tsca-screening-tools
3
?gzﬁln()) 1.79 ;(519 Cmg/ L | May WE et al: J Chem Ref Data 28: 197-0200 (1983)
66
Tolueno 526 mg/L
S | et al; Bull Chem Soc J 55: 1054-62 (1982
(CsHsCHs ou C7Hs) 250 C anemasa | et al; Bu em Soc Japan ( )
Etilbenzeno 169 mg/L | |
(CgH1g ou CeHsCyHs) 25 ° C Sanemasa | et al; Bull Chem Soc Japan 55: 1054-62 (1982)
p-xileno 1.62 x 10 mg/L Sanemasa | et al; Bull Chem Soc Jpn 18: 1111-230 (1982)
(CeHa(CHs)2 ou CgH1p) 25°C
m-xileno

(C5H4(CH3)2 ou Cngo)

1.61 x 10° mg/L

Sanemasa | et al; Bull Chem Soc Jpn 18: 1111-230 (1982)

25°C
: 2
(CeH (ga(l)le?)? CsHio) 1.78 ;(519Cmg/|' Sanemasa | et al; Bull Chem Soc Jpn 18: 1111-230 (1982)
614 3)2 g0

160



http://www2.epa.gov/tsca-screening-tools
http://www2.epa.gov/tsca-screening-tools
http://www2.epa.gov/tsca-screening-tools
http://www2.epa.gov/tsca-screening-tools
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