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Assessing the potential toxicity of marine sediments found in petroleum industry areas:
A new approach based on responses of postlarval shrimp
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Abstract

In this study we tested the toxicity of bulk sediment from the northeastern area of Todos os Santos Bay, Bahia, Brazil, to
evaluate environmental impact induced by 50 years of exposure to the local petroleum industry (Petrobras). Sediment samples
were collected during one year, at three-month intervals, from four sites in areas of oil extraction (llha das Fontes, station 4),
transportation (llhas de Madre de Deus and Pati, stations 2 and 3) and refinement (RELAM, station 1). Two reference stations
(5 and 6) were located outside the petroleum influence area, to the south of the bay. Static bioassays were conducted for 96 h,
using 7-8 day old Litopenaeus vannamei postlarvae (PL). The assays were conducted in 2.5 L plastic jars containing 200 g of
surface (1 cm deep) bulk sediment covered by 2 L of dilution water (filtered seawater, 28 ppt salinity, 27 + 2°C and DO under
saturation). Fifteen exposed PL in each jar were fed daily on 60 recently hatched Artemia salina nauplii. Physico-chemical
parameters were monitored. Mortality and dry weight gain were taken as end-points. The PL mortality data obtained for sediment
from the Petrobras stations in comparison to the data from the reference stations were not significantly different (P > 0.05);
however, the dry weight gain showed significant differences among stations. A maximum value was reached at station 5
(reference area) and a minimum at station 1 (RELAM refinery). Stations 2 and 3 in petroleum transportation areas did not show
significant differences (P > 0.05). To evaluate the sensitivity of this bulk-sediment test in detecting contaminant effects generated
by the petroleum industry, the toxicity data were considered in terms of the hydrocarbon levels analyzed in sediments from the
same Petrobras areas and in one of the control areas, located outside the bay. The results support the assumption that the bulk-
sediment bioassay on penaeid PL is a suitable methodology not only to distinguish between impacted and relatively unperturbed
environments, but also to separate the different degrees of impact among areas subjected to petroleum industry activities in the
coastal environment.
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Resumen

Se evalud la toxicidad de sedimentos del rea del noreste de la Bahia de Todos os Santos, Bahia, Brasil, para evaluar el
impacto ambiental inducido por 50 afios de actividad industrial petrolera (Petrobras). Se recolectaron muestras de sedimento
durante un afio, con intervalos de tres meses, en cuatro sitios relacionados con areas de extraccion (Ilha das Fontes, estacion 4),
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transporte (Ilhas de Madre de Deus y Pati, estaciones 2 y 3) y refinacion del petréleo (RELAM, estacidn 1). Dos estaciones de
referencia (5 y 6) se localizaron fuera del area de influencia del petréleo, al sur de la bahia. Se Ilevaron a cabo bioensayos
estaticos por 96 h, usando postlarvas (PL) de Lytopenaeus vannamei con 7 a 8 dias de desarrollo. El ensayo fue realizado en
contenedores con 200 g de sedimento superficial (1 cm de profundidad) y 2 L de agua (agua de mar filtrada, 28 ppm de salinidad,
27 + 2°C y DO bajo saturacion). Se alimentaron 15 PL en los contenedores diariamente con 60 nauplios de Artemia salina. Se
monitorearon parametros quimicos. La mortalidad y la ganancia en peso seco fueron tomadas como pardmetros de validacion
(end point). Los datos de mortalidad obtenidos de los sedimentos de las estaciones de Petrobras no mostraron diferencias
significativas, en comparacion con las estaciones de referencia; sin embargo, la ganancia en peso seco mostr6 diferencias
significativas entre estaciones. El valor maximo se alcanz6 en la estacion 1 (refineria RELAM). Las estaciones 2 y 3 de las areas
de transporte de petréleo no mostraron diferencias significativas. Para evaluar la sensibilidad de la prueba del sedimento para
detectar contaminacién por la industria petrolera, los datos de toxicidad fueron considerados en términos de niveles de
hidrocarburos analizados en dichos sedimentos en las areas de Petrobras y una de las areas de control, localizada fuera de la
bahia. Los resultados indican que el ensayo de sedimentos con PL de peneidos es una metodologia adecuada, no sélo para
distinguir entre los medios impactados y relativamente no perturbados, sino también para separar los diferentes grados de
impacto entre areas sujetas a actividades de la industria petrolera en el ambiente costero.

Palabras clave: sedimento marino, biomonitoreo, bioensayo con postlarvas de peneidos, impacto por petr6leo, niveles de

hidrocarburos.

Introduction

Todos os Santos Bay, one of the biggest bays in the world,
is an estuarine complex bordered by extensive mangroves;
however, it is characterized mainly by oceanic conditions
(Nascimento et al., 2000a, 2000b). The intensive water circula-
tion permits high levels of water recycling within the bay,
except at some stagnant points along its borders. As shown by
Nascimento et al. (2000a), this water exchange does not totally
prevent sediment toxicity in some areas of petroleum industry
activity.

The Brazilian Petroleum Company (Petrobras) started its
activities in the northestern area of Todos os Santos Bay,
Bahia, Brazil (38°37'30” W, 12°52'30"” S), 50 years ago. It was
not until the late 1990s, however, that an environmental
diagnosis of the area was first carried out. The study involved a
socio-economic, chemical, benthic and ecotoxicological sur-
vey to define the extent of the possible impacts generated by
the industry (Peso-Aguiar and Almeida, 1996; da Silva et al.,
1997), but did not include bulk-sediment toxicity testing.

Sediments are recognized as sinks and sources of contami-
nants in aquatic ecosystems (Nipper et al., 1998), especially in
mudflat areas, and their analysis can indicate long-term effects
of low pollution levels. Nevertheless, the ecological conse-
quence of marine sediment contamination is still difficult to
demonstrate (Roper et al., 1988; Cairns et al., 1992), as is the
interpretation of bulk-sediment toxicity test results in terms of
ecological significance.

It has been argued that to assess potential ecological
impacts of pollutant contamination, the use of sensitive, local
benthic species in toxicity tests can provide results which can
be more accurately transferred to actual field conditions
(Environment Canada, 1994, 1995). Penaeid shrimps are
considered among the most sensitive estuarine crustaceans for
toxicity tests (Cripe, 1994). Penaeid postlarvae (PL), after
reaching the stage of PL7, develop a burrowing behaviour,
making them particularly suitable for bulk-sediment testing.
The tests, based on early-life stages, involve end-points that
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Introduccion

La Bahia de Todos os Santos, una de las mas grandes del
mundo en un complejo estuarino, se encuentra bordeada por
manglares; sin embargo, se caracteriza principalmente por
tener condiciones oceénicas (Nascimento et al., 2000a, 2000b).
La circulacion del agua permite altos niveles de reciclaje en la
bahia, excepto en algunas areas de los bordes. Como ha sido
demostrado por Nascimento et al. (2000a), este recambio de
agua no previene totalmente la toxicidad del sedimento en
algunas areas con actividad de Petrobras (Compafiia de Petré6-
leos de Brasil), quien hace 50 afios comenz6 sus actividades en
el noreste de la Bahia de Todos os Santos, Bahia, Brasil
(38°37'30” W, 12°52'30' S). Sin embargo, el primer diagnés-
tico ambiental en la zona se realiz6 en los afios noventa. Este
estudio comprendid observaciones socioecondémicas, quimicas,
bénticas y ecotoxicoldgicas para definir el posible impacto
generado por la industria (Peso-Aguiar y Almeida, 1996; da
Silva et al., 1997); sin embargo, no incluyd pruebas de toxici-
dad de sedimentos.

Los sedimentos son reconocidos como sumideros y fuentes
de contaminacion en los ecosistemas acudticos (Ipper et al.,
1998), especialmente en &reas pantanosas. Debido a ello, su
analisis puede indicar efectos a largo plazo de niveles bajos de
polucidn; sin embargo, los efectos ecolégicos de los sedimen-
tos marinos contaminados aln son dificiles de demostrar
(Roper et al., 1988; Cairns et al., 1992), asi como lo es la
interpretacion de los resultados de pruebas de toxicidad de los
sedimentos en términos de significado ecolégico.

Para evaluar el impacto ecolégico de la contaminacion, el
uso de la sensibilidad de especies locales en pruebas de toxici-
dad puede proveer resultados méas precisos para evaluar la
condicién del ambiente actual (Environment Canada, 1994,
1995). Los camarones peneidos son considerados entre los
crustaceos estuarinos mas sensibles para las pruebas de toxici-
dad (Cripe, 1994). Después de alcanzar el estadio de PL7, la
postlarva desarrolla un comportamiento béntico que es particu-
larmente apropiado para probar la toxicidad de los sedimentos.
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have ecological significance since they reflect population
recruitment (McKim, 1985).

Based on the above considerations, the objectives of this
study are three-fold: (1) to evaluate, based on a new and
complimentary approach, the environmental impact induced by
50 years of exposure to the local petroleum industry; (2) to
associate PL responses with the presence of petroleum hydro-
carbons in sediments; and (3) to assess the possibility of
predicting benthic effects by using bulk sediment as the source
of contamination and penaeid PL as indicator organisms.

Materials and methods

Sediment samples (oxic layer, 1 cm deep) were collected
during low tide from intertidal mudflats, 50 cm above the
water line. The samples were collected using a SS spatula and
transported to the laboratory in ice boxes (4°C). Sediment for
the chemical analysis was well mixed and kept frozen until
analysis. For the bioassays, sampling was carried out at three-
month intervals, at six sites, while for the chemical analysis,
samples were taken at six-month intervals during the dry and
rainy seasons. Four of these sites are areas with petroleum
activity, including oil extraction (station 4), transportation lane
(station 2), transport terminal (station 3) and refinery (station
1), and are located, respectively, at Ilha das Fontes (12°43' S,
32°38' W), llha de Pati, llha de Madre de Deus (12°43'S,
32937 W) and Mataripe (RELAM; 12°43' S; 38°34' W). Two
other sites (stations 5 and 6), free from the influence of the
petroleum industry, were used as reference stations for the
bioassays. Station 5 is located near the entrance of the bay, in
the channel between the mainland and Itaparica Island. The
chemical analysis only considered Madre Deus Island as a
transportation area and one control station outside the bay
(Barra dos Carvalhos; 13°39' S, 38°57" W).

For the bioassays, the sediment samples were placed in
plastic boxes, homogenized and kept under refrigeration for
48 h prior to the toxicity test. After being homogenized in the
laboratory, subsamples of 200 g were taken for bulk-sediment
static bioassays, conducted for 96 h, using 7-8 day old
Litopenaeus vannamei PL. The assays were carried out in three
replicated 2.5-L plastic jars containing 200 g of surface sedi-
ment, covered by 2 L of the laboratory dilution water (filtered
seawater, collected from a control station, with salinity of
28 ppt). Previously, sediment samples from all stations were
comparatively analyzed for particle-size distribution, measured
by wet sieving and pipette analysis (Folk, 1968). No significant
differences (P > 0.05) were found among stations. The same
sediment from reference station 5 was used as control after
being treated in accordance with general procedures recom-
mended by Environment Canada (1995). In order to free it
from organic matter, the sediment was washed with distilled
water, dried at 105°C and treated with 10 vol H,0O, at a temper-
ature of 60°C for 3 h, and boiled for 20 min three times in
distilled water; decanting was carried out for 1 h and the
supernatant discarded at each interval.
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Las pruebas basadas en estadios de vida tempranos conducen a
parametros de valoracion (end point) que poseen una signifi-
cancia ecologica, ya que reflejan reclutamiento poblacional
(McKim, 1985).

Teniendo en cuenta las consideraciones anteriores, los
objetivos de este trabajo con: (1) evaluar el impacto producido
al medio ambiente por las actividades de la industria petrolera
local durante 50 afios, con base en un método nuevo y comple-
mentario método; (2) asociar las respuestas de las postlarvas
con la presencia de hidrocarburos en los sedimentos; y
(3) acceder a la posibilidad de predecir efectos bénticos usando
los sedimentos como fuente de contaminaciéon y larvas de
peneidos como organismos indicadores.

Materiales y métodos

Se recolectaron muestras de sedimento (capa oxigenada,
1 cm de profundidad) durante la bajamar (50 cm por debajo de
la linea del agua). Los sedimentos fueron recolectados usando
una espatula SS y transportados al laboratorio en contenedores
isotérmicos (4°C). Los sedimentos para los analisis quimicos
fueron bien mezclados y mantenidos en refrigeracion antes de
las determinaciones. Para el bioensayo se realizaron muestreos
a intervalos de tres meses y en seis sitios, mientras que para los
analisis quimicos las muestras fueron tomadas a intervalos de
seis meses, en las estaciones seca y lluviosa. Cuatro de esos
sitios fueron areas de actividad petrolera, incluyendo
extraccion (estacion 4), ruta de transportacion (estacion 2) y
refineria (estacion 1), localizadas respectivamente en Ilha das
Fontes (12°43' S, 32°38' W), llha de Pati, Ilha de Madre de
Deus (12°43'S, 32°37' W) y Mataripe (RELAM; 12°43'S,
38°34" W). Dos de los otros sitios (estaciones 5 y 6) se caracte-
rizan por estar libres del impacto de la industria petrolera y
fueron utilizadas como estaciones de referencia para los bioen-
sayos. La estacion 5 estuvo localizada cerca del canal de
entrada de la bahia, en el canal entre tierra firme y la Isla de
Itaparica. Para el analisis quimico sélo se considerd la Isla de
Madre Deus como area de transporte y una estacion control
fuera de la bahia (Barra dos Carvalhos; 13°39’ S, 38°57' W).

Para los bioensayos las muestras de sedimento fueron colo-
cadas en bolsas plasticas, homogeneizadas y mantenidas en
refrigeracion por 48 h antes de la iniciacion de la prueba de
toxicidad. Se utilizaron submuestras de 200 g de sedimento y
el bioensayo fue conducido durante 96 h usando postlarvas de
Litopenaeus vannamei de 7-8 dias. El ensayo fue llevado a
cabo en tres réplicas usando contenedores plasticos de 2.5 L,
con 200 g de sedimento y cubiertos con 2 L de agua de mar fil-
trada, recolectada de la estacion control y con una salinidad de
28 ppm. Previamente, las muestras de sedimento de todas las
estaciones fueron analizadas comparativamente con relacién a
la distribucion del tamafio de sus particulas medido mediante
una tamiz himedo y pipeta de andlisis (Folk, 1968), no
encontrandose diferencias significativas (P > 0.05) entre las
estaciones. EI mismo sedimento de la estacion 5 de referencia
fue usado como control después de ser tratado de acuerdo a los
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The bulk-sediment toxicity was assessed using survival and
dry weight gain by shrimp PL, obtained from a commercial
cultivation farm (Maricultura da Bahia S/A). All the PL were
the same age (7-8 days old) and, in order to minimize genetic
interference of different strains in the test results, they were
taken from a pool (n = 6) of females. One sample of 50 PL was
randomly taken for dry weight determination on the first day of
the test. The remaining PL were randomly distributed in repli-
cated jars at a density of 15 per vial. Penaeid PL exposed in
jars were fed twice daily (in the morning and afternoon) on 60
recently hatched Artemia salina nauplii.

Physico-chemical parameters such as salinity, T°C, pH, dis-
solved oxygen (DO) and ammonia were monitored at the
beginning, two days later and at the end of the test period. The
PL were maintained throughout the entire test period in seawa-
ter of 28 ppt, at 27 + 2°C, under oxygen saturation. The DO
never dropped below 6.2 mg L and the pH was 8.1 + 0.4. The
unionized ammonia (minimum of 0.017 to a maximum of
0.193 mg L) values were considered normal for this type of
sediment.

Tests were terminated by sieving the contents from each jar
through a 500 um mesh net and counting the live and dead
organisms. Missing animals were considered dead. The live
organisms were then washed in distilled water and dried for
dry weight determination. For correction, the mortality results
were expressed as a percentage of net risk calculated by
Abbott’s formula (Finney, 1971), based on the control
sediment effects. The data were checked for normality, arc-sin
transformed and analyzed by ANOVA, followed by multiple
comparison tests (SNK).

Replicate test results were comparatively analyzed within
each sampling period but they varied considerably. The linear
transformation formula X' = (X=Xqin)/(Xmax—Xmin) €mployed
by Gower (1971) to standardize the characters used in his
general similarity coefficient was used to reduce these varia-
tions. The results calculated according to the above formula
ranged from 0.0 for minimum response to 1.0 for maximum
response. Values for the same sampling station were then
reduced to a single mean value that was classified on a
qualitative scale of relative toxicity: 0.00-0.15 = relatively
non-impacted, >0.15-0.30 = minimum impact, >0.30-0.60 =
medium impact and >0.60-1.00 = maximum impact. The dry
weight data were treated the same way; however, the relative
scale of toxicity was inverted, since a higher gain in dry weight
should correspond to better environmental conditions.

Total carbon analysis in sediment samples was determined
using a Carlo Erba NA-1500 Elemental Analyzer, following
the methodology described by Verardo et al. (1990).

Aliphatic and aromatic hydrocarbon analysis was carried
out using a technique described by Readman et al. (2002).
Briefly, the sediments were freeze-dried and dry/wet ratios
were determined. Each sediment sample (10-20 g) was spiked
with internal standard: C18-1 (for the aliphatic hydrocarbon
fraction) and 9,10-dihydroanthracene (for the aromatic hydro-
carbon fraction). The samples were Soxhlet extracted for 16 h
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procedimientos generales recomendados por Environment
Canada (1995). Para obtener el sedimento libre de materia
organica, éste se lavé con agua destilada, secandose a 105°C y
tratandose con 10 vol H,0, a una temperatura de 60°C por 3 h,
hirviéndose durante 20 min tres veces en agua destilada, el
decantado se realizé durante 1 h, descartando el sobrenadante
en cada intervalo.

La toxicidad del sedimento fue evaluada con base en la
supervivencia y el incremento en peso seco de las postlarvas
de camarén (PL) obtenidas de una empresa comercial
(Maricultura da Bahia S/A). Todas las PL fueron de la misma
edad (7-8 dias) y, para minimizar la interferencia genética
debido al uso de diferentes estirpes en los resultados de la
prueba, las PL provinieron de un pool (n = 6) de hembras. Para
las determinaciones del peso al inicio de la prueba se tomo al
azar una muestra de 50 PL. Las demas postlarvas fueron distri-
buidas al azar en los contenedores replicados a una densidad de
15 larvas por contenedor. Las PL de peneidos expuestas en los
contenedores fueron alimentadas dos veces al dia (mafiana y
tarde) con 60 nauplios de Artemia salina.

Los parametros fisicoquimicos como la salinidad, tempera-
tura, pH, oxigeno disuelto (DO) y amonio fueron monitoreados
al comienzo, a los dos dias y al final de la prueba. Las PL
fueron mantenidas a 28 ppm, 27 + 2°C y bajo saturacion de
oxigeno. EI DO nunca baj6 de 6.2 mg Ly el pH fue 8.1 + 0.4.
Los valores de amonio (0.017 a 0.193 mg L) fueron conside-
rados normales para el tipo de sedimento.

La evaluacion de la prueba se desarrollé contando el conte-
nido de organismos vivos y muertos en una malla de 500 pum.
Las postlarvas ausentes fueron consideradas como muertas.
Los organismos vivos fueron lavados con agua destilada y
secados para las determinaciones de peso. Los resultados de
mortalidad fueron expresados como un porcentaje del riesgo
neto calculado por la formula de Abbott (Finney, 1971), basada
en los efectos del sedimento control. Se verificd la normalidad
de los datos, siendo transformados en arco seno y analizados
mediante un ANOVA seguido por una prueba de comparacio-
nes multiple.

Los resultados de la prueba fueron analizados compara-
tivamente entre cada periodo de muestreo y variaron
considerablemente. Para reducir la variacion se utilizo la for-
mula de transformacion X' = (X=Xqin)/(Xmax—Xmin) €mpleada
por Gower (1971). Los resultados, de acuerdo a la formula,
variaron de 0.0 para una respuesta minima y 1.0 para una
respuesta maxima. Los valores de una misma estacion de
muestreo fueron reducidos a una sola media, la cual fue
clasificada a una escala cualitativa de toxicidad relativa:
0.00 2 0.15 = no impactada; >0.15-0.30 = impacto minimo;
>0.30-0.60 = impacto medio y >0.60-1.00 = impacto maximo.
Los datos de peso seco fueron tratados de la misma manera; sin
embargo, la escala relativa de toxicidad fue invertida, ya que
amayor ganancia de biomasa seca deberian corresponder
mejores condiciones ambientales.

El carbon total (TOC) en las muestras de sedimento fue
determinado usando un analizador elemental Carlo Erba NA-
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into hexano/dichloromethane (250 mL). The extract was then
concentrated down to a few milliliters using rotary evaporation
followed by a gentle nitrogen “blow down”. Sulfur was
removed by shaking the extracts with copper turnings until the
metal surface remained shiny. Extractable organic matter was
determined gravimetrically.

Clean-up and fractionation was performed by passing the
extract through a silica/alumina column (silica and alumina
were activated at 200°C for 4 h and then partially deactivated
with 5% water). Elution was performed using 25 mL of hexane
to yield the first fraction (which contains the aliphatic hydro-
carbons); then 30 mL of hexane/dichloromethane (90:10) was
combined with 20 mL of hexane/dichloromethane (50:50) to
obtain the polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHS).

Fractions were then analyzed by gas chromatography using
a Hewlett Packard HP5890 series Il with a flame ionization
detector. The capillary column used was a DB-5MS (J&W
Scientific, Folsom, CA, USA) with fused silica (crosslinked
5%-phenyl/95%-dimethylpolysiloxane, 30 m length, 0.25 mm
i.d., 0.25 um film thickness). The temperature was pro-
grammed from 40°C to 60°C at 40°C min-, from 60°C to
300°C at 5°C min-* and subsequently maintained at 300°C for
20 min. Injector and detector temperatures were set at 40°C
and 300°C, respectively. Helium was used as carrier gas at a
flow of 1.2 mL min-t. Confirmation of peak identification was
obtained for selected extracts using gas chromatography with
mass spectrometric detection (Hewlett-Packard 5889B MS
“Engine”). Appropriate blanks and reference material IAEA-
357 were analyzed simultaneously with each batch.

Results and discussion

The mortality rates of shrimp PL shown by the toxicity
tests conducted on the bulk sediment are presented in table 1;
each value represents one sampling period. There were no
significant (P > 0.05) differences among stations. The relative
comparison made by the SNK test showed a large variation in
the mortality rate (%) among stations and periods. In general,
the mortality rate varied between 1.77% and 28.19%, consider-
ing all the sampling periods; however, it did not show a
consistent pattern of relative toxicity between stations. Conse-
quently, for this kind of short-term test, the mortality rate was
not considered a suitable end-point to discriminate among
stations.

In contrast, the dry weight gain data showed significant
differences among stations (table 2) when analyzed jointly. A
maximum average value was obtained at station 5 (reference 1)
and a minimum at station 1 (RELAM refinery). The values of
dry weight gain ranged from 0.17 to 0.58 g, including all the
stations and periods (table 2). For stations associated with
petroleum transportation (stations 2 and 3), the data did not
show significant differences (P > 0.05) between themselves.
Gower’s index applied to the net risk values of dry weight gain
(fig. 1) clearly showed that this end-point can discriminate
areas with different degrees of impact.
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1500, siguiendo la metodologia descrita por Verardo et al.
(1990).

El andlisis de hidrocarburos alifaticos y aromaticos fue lle-
vado a cabo usando la técnica descrita por Readman et al.
(2002). Los sedimentos fueron congelados en seco y se les
determiné la tasa seco/himedo. Cada muestra de sedimento
(10-20 g) fue dosificada con estandar interno: C18-1 (para la
fraccion de hidrocarburo alifatico) y 9,10-dihidroantraceno
(para la fraccién de hidrocarburo aromatico). Las muestras fue-
ron extraidas con un Soxhlet por 16 h en hexano/diclorometano
(250 mL). El extracto fue, entonces, concentrado a pocos
milimetros usando un rotaevaporador y usando nitrégeno. El
sulfuro fue retirado agitando el extracto con cobre hasta que el
metal se tornd y permanecio brilloso. La materia organica
extraible fue determinada gravimétricamente.

La limpieza y el fraccionamiento fueron realizados pasando
el extracto a través de una columna de silica/aluminio (silica 'y
aluminio fueron activados a 200°C por 4 h y parcialmente
desactivados con 5% de agua). La extraccion fue realizada
usando 25 mL de hexano para producir la primera fraccion (la
cual contuvo los hidrocarburos alifaticos), luego 30 mL de
hexano/diclorometano (90:10) se combinaron con 20 mL de
hexano/diclorometano (50:50) para obtener los hidrocarburos
aromaticos policiclicos (PAHS).

Las fracciones fueron analizadas por cromatografia de gas
usando un cromatdgrafo Hewlett Packard serie 11 HP5890 con
un detector de llama (FID). Se utiliz6 una columna de capilari-
dad DB-5MS (J&W Scientific, Folsom, CA, USA) con silica
fundida. La temperatura fue programada de 40°C a 60°C a
razén de 40°C min-?, de 60°C a 300°C a razén de 5°C min-ty
subsecuentemente mantenida a 300°C por 20 min. El inyector y
el detector de temperatura fueron fijados a 40°C y 300°C, res-
pectivamente. Se utiliz6 helio como gas transportador a un
flujo de 1.2 mL min?. La confirmacion de los picos fue
obtenida seleccionando los extractos por cromatografia de
gas e identificandolos por espetrofotometria de masas
(Hewlett-Packard 5889B MS “Engine”). Se analizaron blancos
apropiados y el material de referencia IAEA-357 simultanea-
mente con cada determinacion.

Resultados y discusion

Las tasa de mortalidad de las PL del camardn en la prueba
de toxicidad llevada a cabo con los sedimentos se presentan en
la tabla 1: cada valor representa un periodo de muestreo. No se
encontraron diferencias significativas (P > 0.05) entre estacio-
nes. La comparacion relativa realizada por la prueba SNK
mostré una gran variacion en la tasa de mortalidad (%) entre
estaciones y periodos. En general la tasa de mortalidad vari6
entre 1.77% y 28.19%, considerando todos los periodos de
muestreo. Sin embargo, no se observd un patron consistente de
la tasa de toxicidad relativa entre estaciones, por lo que no se
considerd la mortalidad como un factor adecuado de evalua-
cién (end point) para discriminar entre estaciones.
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Figure 1. Mean values of Gower's index for bulk-sediment toxicity based
on dry weight gain by penaeid shrimp (Litopenaeus vannamei) postlarvae
for different stations in the pretoleum industrial area (Todos os Santos Bay,
Brazil).

Figura 1. Valores del indice de Gower para la toxicidad del sedimento con
base en la ganancia de peso seco de las postlarvas de camarén peneido
(Litopenaeus vannamei) para las diferentes estaciones del area industrial
petrolera de Bahia Todos os Santos (Brasil).

In many pollution studies, benthic communities have been
shown to be affected along well-established contamination
gradients (Pearson and Rosenberg, 1978; Carr et al., 1996;
Nascimento et al., 1998); however, this kind of survey is
expensive and time-consuming, and thus unlikely to be possi-
ble for the majority of routine programs (Gray et al., 1988). An
ecotoxicity test using bulk sediment as substrate, a sensitive
species and one relevant end-point would be expected to
provide more useful information (ASTM, 1993, 1994) to dis-
tinguish impacted from non-impacted areas, but it is especially
difficult to detect the effects of pollutant contamination when
the level of sediment contamination is low as determined for
the sediments used in this bioassay. This explains why the
mortality rate, taken as an end-point, failed to show differences
among the studied sites. Nevertheless, a gain in dry weight
(a sublethal effect), even whilst not showing significant
variations among stations during some of the considered
periods, was able, when all the data were analyzed together, to
discriminate impacted stations (1, 2 and 3) from control
stations. This result shows that the test is a good procedure for
assessing sediment quality.

The results found using Gower’s coefficient (fig. 1) showed
that station 1, where the Landulfo Alves refinery is located,
suffered maximum impact in relation to reference station 1.
Station 2 (transport terminal) was considered to suffer medium
impact, while station 3 (transport lane) was considered to
suffer minimum impact on the same relative scale. Sediment
from station 4 (extraction) did not show detrimental effects to
L. vannamei PL.

This qualitative scale, based on the means of ranged values,
has an important limitation. When significant differences exist
among stations, the most impacted ones will consistently yield
high values (near 1.0), while the least impacted stations will
yield low values (near 0.0) regardless of the absolute degree of
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En contraste, los datos de ganancia en peso seco mostraron
diferencias significativas entre estaciones (tabla 2). La estacion
5 (referencia 1) mostré un promedio maximo y la estacion 1
(RELAM-Refineria) un minimo. Los valores de la ganancia en
peso seco fueron de 0.17 a 0.85 g, incluyendo todas las
estaciones y periodos (tabla 2). No se encontraron diferencias
significativas (P > 0.05) entre las estaciones relacionadas con
el trasporte de petréleo (estaciones 2 y 3) . El indice de Gower
aplicado al valor neto de riesgo de la ganancia en pesos secos
(fig. 1) mostré claramente que este factor de evaluacién puede
discriminar entre areas con diferentes grados de impacto.

En muchos estudios de contaminacion, las comunidades
bénticas se muestran afectadas a lo largo de gradientes de con-
taminacion bien establecidos (Pearson y Rosenberg, 1978; Carr
et al., 1996; Nascimento et al., 1998). Sin embargo, este tipo
de estudios es muy caro y consume tiempo, por lo que es poco
factible utilizarlos en programas de rutina (Gray et al., 1988).
Es de esperar que una prueba usando sedimento como sustrato,
una especie sensible y un factor de evaluacién relevante provea
informacion mas Gtil (ASTM, 1993, 1994) para distinguir entre
areas impactadas y no impactadas. No obstante, es especial-
mente dificil detectar los efectos de contaminantes cuando los
niveles de contaminacion en los sedimentos son bajos, como
ha sido determinado en el presente bioensayo. Esto explica
porque la tasa de mortalidad, tomada como un factor de valori-
zacion, no es efectiva para mostrar diferencias entre los sitios
estudiados. Sin embargo, la ganancia en peso seco (un efecto
lubletal), atn cuando no mostré diferencias significativas entre
estaciones durante alguno de los periodos considerados, fue
capaz de discriminar las estaciones impactadas (1, 2 y 3) de las
estaciones control, cuando todos los datos se analizaron juntos.
Este resultado muestra que esta prueba es un buen procedi-
miento para estimar la calidad del sedimento.

Los resultados usando el coeficiente de Gower (fig. 1) mos-
traron que la estacion 1 (donde se localiza la refineria Landulfo
Alves) sufrio el mayor impacto con relacion a la estacion de
referencia 1. La estacion 2 (terminal de transporte) fue conside-
rada como medianamente impactada, mientras que la estacion
3 (ruta de transporte) se considerd con un impacto menor en la
misma escala relativa. El sedimento de la estacion 4 (donde se
realizan actividades de extraccion) no mostrd efectos negativos
en las PL de L. vannamei.

Esta escala de calidad, basada en promedios de valores
ordenados en rangos, posee una limitacion importante. Cuando
existen diferencias significativas entre estaciones, las mas
impactadas podrian generar consistentemente valores altos
(cercanos a 1.0), mientras que las estaciones menos impactadas
podrian generar valores bajos (cercanos a 0.0). La escala es,
entonces, relativa en un estudio especifico. El intervalo de
valores es consistente con los valores de riesgo originales, pero
no son apropiados para las comparaciones paramétricas
(ANOVAS).

Un analisis no paramétrico basado en rangos (prueba de
Friedman) proporciona la significancia de las diferencias entre
medias y la diferenciacion jerarquica obtenida por el
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Table 1. Mean mortality (X =+ SD) data of Litopenaeus vannamei postlarvae in four three-month sampling periods after exposure to sediment from different
sampling stations in the Petrobras area (station 1, refinery; station 2, transport terminal; station 3, transport lane; station 4, extraction) and reference areas
(stations 5 and 6) in Todos os Santos Bay, Bahia, Brazil. Values united by a dashed line are not significantly (P > 0.05) different.

Tabla 1. Promedio del porcentaje de mortalidad (X + DE) de las postlarvas de Litopenaeus vannamei en los diferentes muestreos tres meses (1 al 4)
después de la exposicion al sedimento de las estaciones en el area de Petrobas (estacion 1, refineria; estacion 2, terminal de transporte; estacion 3, ruta de
transporte; estacion 4, zona de extraccion) y areas de referencia en la Bahia de Todos os Santos, Bahia, Brasil. Los valores unidos por una linea no son
significativamente diferentes (P > 0.05).

Sampling Mean percent mortality data per station
period
1 Station 6 1 5 2 4 3
Mortality rate (%) 11.28 +£9.59 11.66 = 7.25 13.47 £ 0.0 1579+1260 23.81+11.37 28.19+11.37
/ /
2 Station 5 2 4 6 1 3
Mortality rate (%) 05.58 £ 4.35 8.19+4.39 15.70+10.84 17.40+16.63 18.01+0.0 18.01 £ 0.0
/ /
3 Station 4 1 5 6 3 2
Mortality rate (%) 1.77+1.29 2.53+247 1455+1422 169811047 17.91+7.40 2211+ 2.70
/ /
4 Station 4 2 3 6 5 1
Mortality rate (%) 1.77£0.0 3.78+3.76 5.18 +3.16 8.03+3.70 10.41+5.23 11.22 £ 9.62
/ /

Table 2. Mean data (X + SD) of dry weight gain by Litopenaeus vannamei postlarvae in four different three-month sampling periods after exposure to
sediment from different sampling stations in the Petrobras area (station 1, refinery; station 2, transport terminal; station 3, transport lane; station 4, extraction)
and reference areas (stations 5 and 6) in Todos os Santos Bay, Bahia, Brazil. Values united by a dashed line are not significantly (P > 0.05) different.

Tabla 2. Promedio de la ganancia en peso seco (X + DE) de las postlarvas de Litonenaeus vannamei en los diferentes muestreos tres meses (1 al 4)
después de la exposicion al sedimento de las estaciones en el area de Petrobas (estacion 1, refineria; estacion 2, terminal de transporte; estacion 3, ruta de
transporte; estacion 4, zona de extraccion) y areas de referencia en la Bahia de Todos os Santos, Bahia, Brasil. Los valores unidos por una linea no son
significativamente diferentes (P > 0,05).

Sampling Mean data per station
period

1 Station 1 2 4 3 6 5
Dry weight gain (mg) 0.17+0.03 0.28 £0.04 0.29 +£0.02 0.31+0.06 0.57 £0.04 0.58 £0.04
/ / / / / /

2 Station 1 3 2 5 4 6
Dry weight gain (mg) 0.22+0.24 0.29+0.08 0.33£0.10 0.35%0.09 0.37£0.23 0.39+0.21
/ / / /

3 Station 1 3 2 5 4 6
Dry weight gain (mg) 0.27 +£0.09 0.30+0.08 0.31+0.05 0.40£+0.03 0.42 +0.06 0.44 +£0.02
/ / / /

4 Station 1 3 2 5 4 6
Dry weight gain (mg) 0.25+0.07 0.25+0.05 0.29 £ 0.09 0.30+0.13 0.33£0.05 0.43 £0.06
/ /
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impact. The scale is, therefore, relative to the specific study.
The ranged values are more consistent than the original net
risk values, but are inappropriate for parametric ANOVA
comparisons.

A non-parametric analysis based on ranks (Friedman’s test)
provided the significance of the differences between means
and proved the ranking obtained by Gower’s coefficient. Apart
from the non-toxic site (extraction area at station 4), these
results were confirmed by other toxicity tests (Nascimento et
al., 2000a), using other species as bioindicators and other
materials as substrates, such as pore water and transient surface
water, from the same sampling stations. The integration of the
data from toxicological assays (Nascimento et al., 2000a)
using acute mortality of brine shrimp nauplii, and chronic
abnormalities of sea-urchin and mangrove oyster larvae
permitted a single multispecies ordination of the study sites.
Tests with the sediment pore water revealed maximum impact
(toxicity) at stations 1 (refinery) and 4 (extraction). Stations 2
and 3 (transport terminal and transport lane) revealed medium
impact, and station 5 (reference 1) minimum impact when
compared with reference station 6 (control station 2) on a
qualitative scale (Nascimento, 1996; Nascimento et al., 1998).
These results were also confirmed by other biological studies,
based on benthic community responses (Peso-Aguiar and
Almeida, 1996).

The sediments in the study sites were mostly muddy or
sandy mud. Total organic carbon varied from 0.3% to 5.2%.
The highest value was found at the control site. Twenty-seven
individual aliphatic hydrocarbons (n-C,, to Cz5) and twenty-
four PAHs were analyzed (tables 3, 4).

For the dry season, the total aliphatic concentration values
were 37.0 mg g (dry wt) at the reference site, 33.4 mg g
(dry wt) at Madre de Deus (transport lane), 43.8 mg g (dry
wt) at RLAM (refinery site) and 184.6 mg g (dry wt) at llha
das Fontes (oil extraction site). For the rainy season, the
concentration values of total aliphatics were 43.0, 58.9, 91.5
and 399.6 mg g (dry wt), respectively, for the reference site
(lowest value in terms of organic carbon), Madre de Deus, Ilha
das Fontes and RLAM (refinery). These levels indicate com-
paratively little contamination. Organic-rich marine sediments
may contain up to 100 pg g of “total” aliphatic hydrocarbons,
but concentrations higher than these are usually associated
with petroleum inputs (Molkman et al., 1992; Bouloubassi and
Saliot, 1993). Compared with other regions of the world
(Readman et al., 2002), the lower levels are comparable to
those encountered in places where hydrocarbon contamination
was considered relatively low, whereas the higher levels are
comparable to those reported for locations known to be
chronically contaminated by oil, for example, Odessa, in
the Black Sea (110-310 pg g* dry wt), Hong Kong (60—
646 ug g dry wt) and the New York Bight (35-2900 ug g
dry wt).

In general, the presence of an unresolved complex mixture
(UCM) in aliphatic hydrocarbon chromatograms is considered
to be associated with degraded or weathered petroleum
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coeficiente de Gower. Aparte del sitio no téxico (area de
extraccion en la estacion 4), los resultados fueron confirmados
mediante otra pruebas de toxicidad (Nascimento et al., 2000a),
usando otras especies como bioindicadores y otros materiales
como substratos tales como el agua interticial y superficial de
los sedimentos en las mismas estaciones muestreadas. La inte-
gracion de los datos de los ensayos toxicoldgicos (Nascimento
et al., 2000a), usando mortalidad aguda de nauplios de camaro-
nes marinos, y anormalidades crénicas de larvas de erizos y
ostra de mangle, permitié una ordenacién simple multiespeci-
fica de los sitios de estudio. Pruebas con el agua interticial del
sedimento revelaron un impacto maximo (toxicidad) en las
estaciones 1 (refineria) y 4 (extraccién). La estacion 2 y 3
(terminal y ruta de transporte) revelaron un impacto medio y la
estacion 5 (referencia 1) impacto minimo, cuando se compara-
ron con la estacion 6 (estaciéon 2 de control) en una escala
cualitativa (Nascimento, 1996; Nascimento et al., 1998). Estos
resultados fueron también confirmados por otros estudios
bioldgicos basados en respuestas de comunidades bénticas
(Peso-Aguiar y Almeida, 1996).

Los sedimentos utilizados fueron en su mayoria limoso o
arenoso-limoso. El carbon organico total (TOC) varié de 0.3%
a 5.2%. El valor alto mas fue encontrado en el sitio de control.
Se analizaron 27 hidrocarburos alifaticos individuales (n-C;, a
Cs6) ¥ 24 PAHs (tablas 3, 4).

Durante la estacion seca, el total de los hidrocarburos
alifaticos fue 37.0 mg g* (peso seco) en el sitio de referencia,
33.4 mg g* (peso seco) para Madre de Deus (ruta de
transporte), 43.8 mg g=* (peso seco) para RELAM (sitio de refi-
nacion) y 184.6 mg g (peso seco) para Ilha das Fontes (sitio
de extraccion). Durante la estacion lluviosa las concentraciones
de alifaticos fueron de 43.0, 58.9, 91.5 y 399.6 mg g (peso
seco), respectivamente, para el sitio de referencia (el valor mas
bajo en términos de carbdn organico), Madre de Deus, llha das
Fontes y RELAM (refineria). Estos niveles muestran poca con-
taminacion. Los sedimentos marinos ricos en materia organica
pueden contener hasta 100 ug g de hidrocarburos alifaticos
totales, pero concentraciones mayores se asociadan con activi-
dades petroleras (Volkman et al., 1992; Bouloubassi y Saliot,
1993). Los niveles bajos de hidrocarburos encontrados en los
sedimentos, comparados con los de otras regiones del mundo
(Readman et al., 2002), son similares a regiones caracterizadas
por bajos niveles de contaminacion, mientras que los niveles
altos registrados son, sin embargo, comparables con los repor-
tados en localidades contaminadas crénicamente por petréleo;
por ejemplo, Odessa, en el Mar Negro (110-310 pg g peso
seco), Hong Kong (60-646 pg g peso seco), y la Bahia de
Nueva York (35-2900 ug g peso seco).

En general, la presencia de una mezcla compleja no
resuelta (UCM) en el cromatograma de los hidrocarburos
alifaticos se considera asociada con residuos de petréleo degra-
dados o intemperizados (Farrington y Tripp, 1977; Le Dréau et
al., 1997). Tasas de no resueltos y resueltos (U/R) >4
confirman la presencia de residuos de petréleo ampliamente
esparcidos (Mazurek y Simoneit, 1984; Lipiatou y Saliot,
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Table 3. Concentrations of aliphatic hydrocarbons (g g dry weight) and total organic carbon (%) in sediments from oil industry areas and control sites during
the dry and rainy seasons. ND = below detection limit.

Tabla 3. Concentraciones de hidrocarburos alifaticos (g g peso seco) y carbono organico total (%) en sedimentos del area industrial petrolera y sitios
control durante las estaciones seca y lluviosa. ND = por debajo del limite de deteccion.

Aliphatic hydrocarbon Dry season Rainy season

(kg g™ dry weight) Refinery Transport  Extraction Control Refinery Transport  Extraction Control
C12 ND ND ND ND ND ND ND ND
C13 ND ND ND ND 0.01 ND ND 0.01
Cl4 0.01 ND 0.05 0.01 0.01 0.01 0.01 0.02
C15 0.08 0.04 1.72 0.20 0.09 0.03 0.03 0.08
C16 0.03 0.04 0.24 0.07 0.03 0.01 0.01 0.02
C17 0.32 0.23 0.95 3.01 0.15 0.16 0.11 0.23
Pristane 0.05 0.01 0.19 0.15 0.09 0.02 0.01 0.62
C18 0.08 0.03 0.13 0.09 0.30 0.02 0.04 0.03
Phytane 0.05 0.02 0.07 0.03 0.17 0.03 0.03 0.03
C19 0.09 0.01 0.15 0.11 0.21 0.02 0.04 0.14
C20 0.07 0.01 0.09 0.03 0.13 0.02 0.06 0.06
cz1 0.08 0.01 0.19 0.29 0.14 0.04 0.07 0.38
C22 0.09 0.01 0.15 0.08 0.20 0.04 0.08 0.12
c23 0.09 0.02 0.27 0.29 0.30 0.05 0.14 0.45
C24 0.09 0.02 0.18 0.19 0.24 0.04 0.06 0.19
C25 0.11 0.05 0.65 0.81 0.50 0.12 0.28 111
C26 0.08 0.03 0.35 0.37 0.23 0.09 0.15 0.51
c27 0.10 0.11 0.91 1.77 0.44 0.18 0.36 2.51
C28 0.07 0.05 0.46 0.81 0.19 0.10 0.21 1.18
C29 0.15 0.28 2.20 411 0.81 0.53 0.78 5.91
C30 0.07 0.04 0.41 0.80 0.21 0.16 0.15 1.18
c31 0.09 0.14 1.23 2.27 0.54 0.30 0.50 3.29
C32 0.04 0.03 0.21 0.24 0.87 0.07 0.10 0.35
C33 0.05 0.07 0.60 0.54 0.17 0.15 0.24 0.55
C34 0.03 0.02 0.21 0.05 0.21 0.04 0.06 0.11
C35 0.03 0.02 0.20 0.12 0.10 0.09 0.09 0.16
C36 0.02 ND 0.04 0.05 ND 0.07 0.04 0.07
Sum n-C14-35 1.9 13 115 16.3 6.1 2.3 3.5 18.6
Total aliphatic 43.8 334 184.6 37.0 399.6 58.9 91.5 43.0
Uc™Mm 40.8 315 155.7 14.2 385.6 55.9 84.9 22.7
Resolved aliphatics 3.1 1.9 28.9 22.8 14.1 3.0 6.6 20.3
% UCM 93.0 94.3 84.3 384 96.5 94.9 92.8 52.7
Unresolved/resolved 13.3 16.6 5.4 0.6 274 18.7 12.9 11
Odd/even 1.8 3.7 3.6 49 13 2.5 2.8 3.9
Pristane/phytane 1.2 0.7 2.5 52 0.5 0.7 0.5 225
Total organic carbon (%) 0.3 0.3 1.23 3.60 0.4 0.4 0.7 5.2
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Table 4. Concentrations of aromatic hydrocarbons (ng g* dry weight) and total hydrocarbons (ug g~ dry weight) in sediment from oil industry areas and

control sites during the dry and rainy seasons. ND = below detection limit.

Tabla 4. Concentraciones de hidrocarburos aromaticos (ng g~ peso seco) e hidrocarburos totales (g g~ peso seco) en sedimentos del area industrial
petrolera y sitios control durante las estaciones seca y lluviosa. ND = por debajo del limite de deteccion.

Aromatic hydrocarbon Dry season Rainy season

(ng g dry weight Refinery ~ Transport  Extraction Control Refinery ~ Transport  Extraction Control
Naphthalene 4.3 ND 6.3 5.8 ND ND ND ND
2-Methyl naphthalene ND ND 2.4 8.4 ND ND ND ND
1-Methyl naphthalene ND ND 2.7 ND ND ND ND ND
Biphenyl ND ND ND ND ND ND ND ND
2,6-Dimethyl naphthalene ND ND ND ND ND ND ND ND
Acenaphthylene ND ND ND ND ND ND ND ND
Acenaphthene ND ND ND ND 51 ND ND ND
2,3,5-Trimethyl naphthalene ND ND ND ND 1.0 ND ND ND
Fluorene ND ND ND ND ND ND ND ND
Phenanthrene 14.0 217 217 ND 13.8 18.7 4.0 21
Anthracene 13.0 12.9 114 ND ND ND ND ND
1-Methyl phenanthrene ND 29 4.0 ND 6.3 2.2 ND ND
Fluoranthene 73.5 64.2 84.0 ND 7.5 40.8 8.8 147
Pyrene 8.6 58.3 84.7 ND 43.9 41.0 8.1 111
Benzo(a)anthracene ND 6.4 27.9 2.8 ND ND ND ND
Chrysene 235 36.9 49.4 8.5 6.3 24.2 ND ND
Benzo(b)fluoranthene 70.6 73.0 115.0 9.0 33.7 49.4 19.0 15.7
Benzo(k)fluoranthene 30.9 21.7 36.5 ND 9.2 174 7.2 7.5
Benzo(e)pyrene 34.9 43.4 84.5 33 44.4 27.3 12.8 6.2
Benzo(a)pyrene 445 41.6 51.5 ND 9.1 27.6 8.0 6.5
Perylene 21.4 10.2 29.8 ND 5.7 6.2 1.4 6.0
Indeno(1,2,3-cd)pyrene 457 36.7 60.2 ND 15.3 221 7.6 4.6
Dibenzo(a,h)anthracene 6.5 18.1 12.7 2.9 245 5.3 4.7 1.8
Benzo(g,h,i)perylene 48.7 40.6 92.0 3.6 84.7 275 14.5 6.7
Sum PAHSs (24 compounds) 440.2 494.5 776.6 44.3 310.5 309.7 96.1 83.1
Total aromatic 46,356 6,110 66,575 389 59,054 9,003 14,000 5,373
UCM 33,873 4,518 63,719 240 55,167 7,528 13,482 3,248
Resolved aromatics 12,483 1,592 2,856 149 3,887 1,476 518 2,125
% UCM 73.1 73.9 95.7 61.8 93.4 83.6 96.3 60.5
Unresolved/resolved 2.7 2.8 22.3 1.6 14.2 51 26.0 15
Total hydrocarbon (ug g™) 70.2 39.5 251.1 37.3 458.7 67.9 105.5 48.4

residues (Farrington and Tripp, 1977; Le Dréau et al., 1997).
Ratios of unresolved to resolved (U/R) >4 confirm the wide-
spread presence of important petroleum-related residues
(Mazurek and Simoneit, 1984; Lipiatou and Saliot, 1991). In
the oil related sites, the UCM was by far the major component
of the “total” sedimentary aliphatic hydrocarbons. UCM con-
centrations varied from 32 to 386 pg g* dry wt, which

1991). En los sitios relacionados con el petroleo, la UCM fue el
mayor componente del los hidrocarburos alifaticos totales,
variando de 32 a 386 g g peso seco, lo cual supone del 84—
97% del total de los hidrocarburos alifaticos (tabla 3). Las tasas
de U/R van de 5.4 a 27 (tabla 3), lo que indica contribuciones
cronicas de petrdleo a esos sedimentos, particularmente en el
area de refineria. Por otra parte, en el sitio de control las
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accounted for 84-97% of the “total” aliphatic hydrocarbons
(table 3). The U/R ratio ranged from 5.4 to 27 (table 3),
indicating chronic petroleum contributions to these sediments,
particularly for the refinery site. On the other hand, at the con-
trol site, UCM concentrations were 14 and 23 pg g (dry wt),
accounting for 38% and 53% of the “total” aliphatic hydrocar-
bons (dry and rainy seasons, respectively) (table 3). The U/R
ratio was about 1, indicating low chronic petroleum contribu-
tions to these sediments.

Pristane (C19) and phytane (C20) are common isoprenoids
detected in coastal marine sediments. They are often consid-
ered good indicators of petroleum contamination. As a rule, a
high ratio of pristane to phytane or the predominance of a sin-
gle isoprenoid (such as pristane) indicate a biogenic source
(UNEP/IOC/IAEA, 1992). The pristane to phytane ratios in the
sediments were =1 in most of the oil related sites (except for
the extraction during the dry season), reflecting contamination
originated from petroleum. The highest pristane to phytane
ratios (>2.0) were recorded at the reference site, reflecting bio-
genic origins.

Concentrations of “total” PAHSs (the sum of 24 parental and
alkylated compounds) in sediments of the oil related sites
ranged from 440 to 777 ng g* (dry wt) and from 96 to
310 ng g (dry wt) for the dry and rainy seasons, respectively
(table 4). These concentrations are comparable to moderately
polluted locations worldwide (Readman et al., 2002). Con-
versely, the concentration observed for the reference site (rainy
season) was lower than 50 ng g (dry wt), which is a typical
concentration for locations distant from extensive anthropo-
genic activities (Baumard et al., 1998a). The dry season,
however, showed a slightly higher value (83 ng g dry wt)
(table 4).

Concentrations of aromatic UCM ranged from 4518 to
63719 ng g (dry wt) and from 7528 to 55167 ng g (dry wt)
for the dry and rainy seasons, respectively, which accounted
for 73-96% of the “total” aromatic hydrocarbons (table 4) and
11-38% of the “total” (aromatic + aliphatic) hydrocarbons.
Conversely, values were lower than 3250 ng g (dry wt) for the
reference site, accounting for less than 62% of the “total” aro-
matic hydrocarbons, and 0.6% (dry) and 6.7% (rainy) of the
“total” (aromatic + aliphatic) hydrocarbons.

Among several chemical contaminants, the pollution
caused by hydrocarbons is of the greatest concern. This is due
to the carcinogenicity and therathogenicity of the highest
molecular weight compounds and the toxicity of the most solu-
ble compounds (Baumard et al., 1998a, 1998b). The signifi-
cance of contamination by hydrocarbons has been recognized
considering the hydrophobic nature of most of these com-
pounds (Neff, 1979; Hellow et al., 1993; Djomo et al., 1996;
Baumard et al., 1999a, 1999b).

Total PAH levels found for the bulk surficial sediment from
the Petrobras sampling locations are below the concentrations
proposed by MacDonald et al. (1996) as able to affect the
biota; however, due to their characteristic of being bound to
organic substrates, it has been proven that hydrocarbons may
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concentraciones de UCM fueron de 14 a 23 pg g (peso seco),
las cuales representaron 38% y 53% del total de los hidrocar-
buros alifaticos, en la estacion seca y lluviosa respectivamente
(tabla 3). Las tasas U/R estuvieron cerca de 1, indicando bajas
contribuciones cronicas de petréleo a esos sedimentos.

El pristano (C,g) y el fitano (C,,) son isoprenos comun-
mente detectados en sedimentos costeros marinos que son
frecuentemente considerados como buenos indicadores de con-
taminacién por petréleo. Por regla general, altas tasas de
pristano a fitano o la predominancia de simples isoprenos (tales
como pristano) indican una fuente biogénica (UNEP/IOC/
IAEA, 1992). Las tasas de pistano a fitano en los sedimentos
fue = 1 en la mayoria de los sitios relacionados con el petréleo
(excepto en la zona de extraccidn en la estacion seca), refle-
jando contaminacion originada por petréleo. Por otra parte,
para el sitio de referencia se estimaron altas tasas de pristano a
fitano (>2.0), lo que indica origen biogénico.

La concentracién de los PAH totales (la suma de 24 aliféati-
cos y sus derivados) en sedimentos de los sitios relacionados
con el petréleo vari6 de 440 a 777 ng g (peso seco) y de 96 a
310 ng g (peso seco) para las estaciones seca y lluviosa, res-
pectivamente (tabla 4). Estas concentraciones son comparables
con localidades moderadamente contaminadas en el mundo
(Readman et al., 2002). En contraste, la concentracion obser-
vada para el sitio de referencia durante la estacion Iluviosa fue
menor a 50 ng g (peso seco), lo cual es tipico de localidades
alejadas de intensas actividades antropogénicas (Baumard et
al., 1998a). En la estacion seca, sin embargo, los valores fueron
ligeramente mas altos (83 ng g~ peso seco) (tabla 4).

Las concentraciones de UCM de aromaticos fue de 4518 a
63719 ng g (peso seco), y de 7528 y 55167 ng g (peso seco)
para las estaciones seca y lluviosa, respectivamente, mismas
que representaron 73-96% del total de hidrocarburos aro-
maticos (tabla 4) y de 11-38% del total de hidrocarburos
(arométicos + alifaticos). Por el contrario, los valores menores
a 3250 ng g (peso seco) registrados en el sitio de refineria,
representadron menos de 62% del total de hidrocarburos
aromaticos y 0.6% (seca) y 6.7% (lluviosa) del total de hidro-
carburos (aromaticos + alifaticos).

Entre varios contaminantes quimicos, la polucién causada
por hidrocarburos es de gran impacto. Ello se debe a la carcino
y teratogeneicidad de los componentes de alto peso molecular,
y a la toxicidad de la mayoria de los compuestos solubles
(Baumard et al., 1998a, 1998b). La importancia de la contami-
nacién por hidrocarburos ha sido reconocida considerando el
caracter hidrofébico de la mayoria de sus componentes (Neff,
1979; Hellow et al., 1993; Djomo et al., 1996; Baumard et al.,
1999a, 1999b).

Los niveles totales de PAH encontrados en los sedimentos
recolectados de las localidades de Petrobras estan por debajo
de las concentraciones propuestas por MacDonald et al. (1996)
como capaces de causar efectos en la biota. Sin embargo,
debido a la forma en que éstos estdn unidos a los sustratos
organicos, se estima que los hidrocarburos pueden causar efec-
tos bioldgicos adversos aln cuando los criterios de calidad no
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cause adverse biological effects even though quality criteria
are not exceeded (NRC, 1989). The lower shrimp PL dry
weight gain provides evidence of a chronic deleterious effect
on shrimp PL, which denotes a physiological alteration. This
response indicates that the whole-sediment toxicity test on L.
vannamei PL is a sensitive tool to discriminate among
impacted and non-impacted areas.

In short, the test for determining sediment quality, using
bulk sediment as substrate, L. vannamei PL as species test and
the dry weight gain as an end-point, was able to discriminate
between impacted and non-impacted areas at Todos os Santos
Bay (Brazil), where the petroleum industry prevails. The test
results indicate that the impact of the petroleum industry has a
chronic effect, since the weight gain of shrimp PL, taken as an
end-point, succeeded in discriminating between impacted and
reference stations, even though the chemical concentrations of
PAHSs did not exceed quality criteria.
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