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SAMPAIO, Carla Jaqueline Silva. Estudos de fitorremediacdo de solos
contaminados com diesel utilizando Rhizophora mangle L. e rizobactérias
promotoras do crescimento de plantas. 74f. 2015. Dissertacdo (Mestrado) —
Instituto de Ciéncias da Saude, Universidade Federal da Bahia, Salvador, 2015.

RESUMO

Manguezais sdo ecossistemas costeiros, considerados bergérios naturais para
muitas espécies de animais. Sao ambientes que possuem uma acentuada
influéncia das marés. Por se localizarem em regides costeiras e proximos a
industrias petroliferas, sdo alvos constantes de contaminacdo por petréleo e
derivados e se faz necessério estudos sobre técnicas que minimizem os
impactos ambientais ocasionados pela presenca desses contaminantes. Este
trabalho objetivou avaliar técnicas de biorremediagéo para recuperacdo ex situ
de sedimento de manguezal, através da simulacdo de contaminacdo por 6leo
diesel. Utilizou-se a Rhizophora mangle L. e as linhagens bacterianas
CCMICS105 Pseudomonas fluorescens e CCMICS108 Bacillus sp., produtoras
de compostos bioativos e promotoras do crescimento de plantas. Os resultados
evidenciam gque houve reducéo nos percentuais de n-Alcanos e HPAs de cadeia
leves presentes no sedimento, sobretudo nos tratamentos 1 e 2 em que houve a
inoculacao das bactérias. As bactérias isoladas dos propagulos do Controle 1 e
do Tratamento 2 sdo endofiticas, exceto o isolado 10 que acredita-se ser a
mesma bactéria presente no sedimento e na raiz. Todos os isolados do
sedimento foram encontrados nas raizes do Tratamento 2, sendo que o isolado
2, que possui caracteristicas semelhantes a bactéria CCMICS108, esteve em
maior densidade. Os dados de MEV e do isolamento indicam que houve
colonizacdo das raizes no Tratamento 2 por bactérias semelhantes
morfologicamente as linhagens CCMICS105 e CCMICS108. O que contribuiu
para 0 aumento no namero de propagulos germinados, para a reducéo, de modo
geral, do espaco intercelular do cortex e da ramificag@o do sistema central, o que
nao foi constatado no Tratamento 3. Apesar de ndo haver diferenca significativa
nos pesos fresco e seco das plantas nos controles e tratamentos, o Tratamento
2 foi o que apresentou maior biomassa. A Rhizophora mangle L., neste trabalho,
nao foi eficaz na biodegradacao de hidrocarbonetos, possivelmente devido a
elevada concentracdo do 6leo diesel (55ug.mL™?) utilizada.

Palavras chaves: Manguezal, biorremediagdo, Rhizophora mangle L.,
Pseudomonas fluorescens, Bacillus sp., 6leo diesel.
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with diesel using Rhizophora mangle L. and promoting rhizobacteria plant growth.
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ABSTRACT

Mangroves are coastal ecosystems, provide nursery habitat for many wildlife
species. Are environments that have a marked influence of the tides. Since they
are located in coastal areas and near oil industries, mangroves may be a target
of contamination by oil and oil products and must be necessary studies of
techniques that can minimize environmental impacts caused by the presence of
these contaminants. This study aimed to evaluate ex situ bioremediation utilizing
techniques simulating contamination by diesel in mangrove sediment. We used
the red mangrove Rhizophora mangle L. and bacterial strains Pseudomonas
fluorescens (CCMICS105) and Bacillus sp. (CCMICS108), bioactive compounds
producing and plant growth promoting bacterias. The results show that there was
a decrease in n-alkanes percentage and light chain of PAHs in the sediment,
especially in treatments 1 and 2 in which there was inoculation of bacteria. The
bacteria isolated from the seedlings from Control 1 and Treatment 2 are
endophytic, except isolated 10 that we believe belongs from the sediment and
roots. All sediment isolates were found in the roots from Treatment 2, and the
isolated 2 shows similar characteristics to CCMICS108 and was higher in density
(biomass). The SEM data and from the isolation point to root colonization in
Treatment 2 by morphologically similar bacterias CCMICS105 and CCMICS108.
Contributing to the increase in the number of seedlings germinated, to reduce, in
general, the intercellular space of the cortex and the branch of the central system,
which was not observed in Treatment 3. Although there is no significant difference
in fresh and dry weights of plants in the control and treatments, the Treatment 2
showed the highest biomass. The Rhizophora mangle L., in this work was not
effective to hydrocarbon biodegradating, possibly due to high concentration of
diesel used (55pg.mL1).

Keywords: Mangrove, bioremediation, Rhizophora mangle L., Pseudomonas
fluorescens, Bacillus sp., diesel oil.



1. INTRODUCAO

Manguezais sdo ecossistemas costeiros, situados entre os ambientes
terrestres e marinhos que sao encontrados em regides tropicais e subtropicais.
Devido a sua localizacédo, sofrem a acdo das marés e apresentam espécies
vegetais adaptadas as caracteristicas desse ambiente. Apresentam condi¢cdes
propicias para o crescimento e desenvolvimento de espécies de animais que
vivem nesse ambiente, além das espécies que migram para essas regides em
alguma fase do seu ciclo de vida.

Os manguezais sédo alvos de contaminacdo constante por petrdleo ou
derivados. Estas contaminagdes ocorrem, sobretudo, nas acdes de exploracao,
refino, transporte e armazenamento realizadas por industrias petroliferas. A
contaminac¢do dos manguezais por petrdleo pode desencadear desequilibrios
ecolégicos, visto que 0s manguezais sao considerados bercarios naturais para
muitas espécies de animais. Além de ocasionar danos econdmicos para muitas
populacdes que sobrevivem de atividades como maricultura e pesca.

Os danos causados pelo petrdleo ou derivados no ambiente de
manguezal se agravam devido a persisténcia do 6leo por longos periodos em
sedimentos lamosos e ricos em matéria organica, caracteristico de manguezais.
Os hidrocarbonetos do petréleo adsorvem a matéria organica, devido a sua
hidrofobicidade e alto peso molecular, 0 que aumenta a sua recalcitrancia no
ambiente.

Deste modo, é necessario o estabelecimento de técnicas para reduzir o
impacto ambiental causado pelo petréleo e seus derivados neste escossistema.
Dentre as técnicas empregadas com esta finalidade, destacam-se a
biorremediacdo e a fitorremediagcéo, devido, sobretudo, ao baixo custo e por
utilizar recursos naturais.

A biorremediacéo trata-se de uma técnica que utiliza organismos vivos ou
seus derivados (ex: enzimas, lipidios etc) para remediagdo de uma area
impactada, acelerando a biodegradacdo natural de contaminantes como
hidrocarbonetos. Os hidrocarbonetos sdo utilizados pelos organismos como
fonte de carbono em seus processos metabdlicos.

Os micro-organismos podem degradar ou reduzir a toxicidade do poluente

por meio da produgéo de biossurfactantes (moléculas que apresentam atividade
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tensoativa), resultando na biodisponibilizacdo do contaminante para a acao
microbiana. Os géneros Pseudomonas e Bacillus estdo entre os principais
capazes de degradar hidrocarbonetos, além de serem promotores do
crescimento de plantas.

A fitorremediacédo também é utilizada na descontaminacao de ambientes.
Esta técnica utliza plantas e a microbiota presente na rizosfera na
descontaminacdo de solos, reestabelecendo as condi¢es fisica, quimica e
bioldgica do solo. Sendo, portanto, uma técnica promissora quando aliada a
adicao de micro-organismos produtores de compostos bioativos, a exemplo dos
biossurfactantes.

Sendo assim, estudos biotecnolégicos que envolvam o emprego de
bactérias e plantas na remediacdo de manguezais impactados por atividades
antropicas se fazem cada vez mais necessarios diante da importancia ecolégica

e econdmica deste ecossistema.



2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVOS GERAL

Avaliar as técnicas de biorremediacdo para recuperacdo ex situ de

sedimento de manguezal através da simulacéo de contaminacao por 6leo diesel.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Estudar a germinacéo e desenvolvimento de propagulos de Rhizophora mangle
L. inoculados com Bacillus sp. e Pseudomonas fluorescens em sedimento de
manguezal contaminado por 6leo diesel através do sistema radicular e dos pesos

seco e fresco.

- Avaliar através de cortes histologicos dos propagulos de Rhizophora mangle L.

possiveis alteragcfes celulares ocasionadas pelo 6leo diesel.

- Avaliar através de Microscopia Eletrénica de Varrredura a colonizacao
bacteriana das raizes de Rhizophora mangle L., assim como possiveis

alteracdes ocasionadas pelo 6leo diesel.

- Monitorar de formas qualitativa e quantitativa a presenca dos hidrocarbonetos
das plantas e dos sedimentos utilizados para realizar os experimentos em casa

de vegetacéao.

-Avaliar a colonizagdo de Pseudomonas fluorescens e Bacillus sp. nos

sedimentos utilizados nos tratamentos.

- Avaliar a eficacia da biodegradacdo dos hidrocarbonetos presentes no 6leo
diesel com a inoculacdo de Pseudomonas fluorescens e Bacillus sp. e com a

utilizagdo da Rhizophora mangle L..



3. FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1. O manguezal

O manguezal é um ecossistema caracteristico de regibes tropicais,
situado entre 0os ambientes terrestre e marinho que esta sujeito ao regime das
marés (SCHAEFFER-NOVELLI, 1995). As inundacgdes periodicas das marés
conferem fatores ambientais como salinidade e disponibilidade de nutrientes
altamente variaveis, proporcionando a este ecossistema caracteristicas
especificas e proprias para ser atribuida a um bioma com biodiversidade peculiar
e de alto grau de complexidade (DIAS, 2008).

Os manguezais ocorrem em regides costeiras abrigadas como estuarios,
baias e lagunas. Apresentam condi¢cdes propicias para alimentacéo, protecao e
reproducdo de muitas espécies de animais, sendo considerados importantes
transformadores de nutrientes em matéria organica e geradores de bens e
servicos para comunidades adjacentes, além de oferecerem protecédo contra a
erosao costeira (SCHAEFFER-NOVELLI, 1995; ALONGI, 2002).

No Brasil, os manguezais representam uma area de cerca de 25.000 Km?,
e ocorrem em quase todo o litoral brasileiro desde o Oiapoque ao extremo
setentrional, até Laguna em Santa Catarina (SCHAEFFER-NOVELLI, 1995). Na
Baia de Todos os Santos — BTS, este ecossistema abrange uma area de 152
km?, representando a maior e mais importante baia navegavel da costa tropical
brasileira (LEAO & DOMINGUES, 2000), predominando nas proximidades do
Rio Jaguaripe, Baia de Iguape e municipio de Séo Francisco do Conde. Portanto,
a area de cobertura de manguezais da BTS esta entre as maiores das grandes
baias brasileiras (SANTOS et al., 2003).

3.1.1. Flora dos Manguezais

A flora dos manguezais € caracterizada por vegetacdo lenhosa tipica,
adaptada as condicdes limitantes de salinidade, substrato inconsolidado, pouco
oxigenado e frequente submerséao pelas marés (SOARES, 1997). Os fatores
geradores de estresse ambiental se apresentam num gradiente, com o estresse
aumentando com a distancia da linha d’agua e com os efeitos relacionados a
inundacédo pelas marés (aumento da salinidade, variagcdes granulométricas do

substrato, intensidade de ondas e correntes), resultando em condi¢cbes que
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podem prejudicar o desenvolvimento das plantulas (FRY et al., 2000). As
espécies de manguezal apresentam adaptacdes estruturais e fisiolégicas para
sobreviver nesse ambiente (LAURENTINO & SOUZA, 2013), tais como:
reproducdo vivipara, folhas coriaceas e glandulas de sal (TOMLINSON, 1986;
GARCIA, 2005).

As espécies ocupam locais diferentes, apresentando caracteristicas
distintas com relacdo a frequéncia de inundacgdo pelas 4guas estuarinas, textura
do sedimento, salinidade intersticial, processos geomorfoldgicos, entre outros
(COSTA, 2009).

As arvores que compdem a vegetacdo inundada pertencem aos géneros
Rhizophora, Avicennia e Laguncularia. Quatro espécies ocorrem na costa
baiana: Rhizophora mangle L. (mangue vermelho), Avicennia germinans (L.)
Stearn (mangue preto) e Avicennia schaueriana Stapf e Leechman ex Moldenke
(mangue-siriiba), e Laguncularia racemosa (L.) Gaertn. f. (mangue-branco)
(RAMOS, 2002). E, como associados, sao encontrados 0os géneros Spartina,
Talipariti e Acrostichum (SILVA et al., 2005).

Género Rhizophora

O mangue vermelho é endémico da vegetacdo de manguezal,
pertencente a familia Rhizophoraceae, possui carater arbéreo com folhas
simples e € em geral encontrado nas franjas dos bosques. A caracteristica
peculiar do género é o sistema de sustentacdo com caules (riz6foros) que partem
do tronco. Tais estruturas sdo adaptacOes caulinares ricas em lenticelas, que
aumentam a aeracao e atuam diretamente na fixacdo da planta no substrato
lodoso (SCHAEFFER-NOVELLI et al., 1994; LAMBERTI, 1966).

O género apresenta melhor desenvolvimento em solos siltosos rasos,
inundado por agua salobra, que esteja em locais com abundancia de agua
natural e elevados indices de pluviosidade. Os sedimentos caracteristicos desse
tipo de mangue apresentam valores de pH elevados, relacdo C/N alta, e
elevados teores de enxofre oxidavel, nitrogénio, fésforo e carbono (JIMENEZ,
1985).

Os frutos germinam ainda presos a arvore-mae (Figura 1) e originam 0s
propagulos em forma de lanca, cuja viabilidade pode chegar a 12 meses
(SCHAEFFER-NOVELLI et al., 1994).



Segundo FRUEHAUF (2005) e MOREIRA et al. (2010), a espécie
Rhizophora mangle L. € promissora para aplicacdo em fitorremediacdo de
sedimentos de manguezal, devido as caracteristicas de absor¢do da planta, da
forte interagcdo com a comunidade microbiana, sendo pouco sensivel a presenca

de Hidrocarbonetos Totais de Petroleo (HTPS) presentes no sedimento.

Figura 1: Vista geral de ramo com fruto iniciando a germinacdo para formagédo do
propagulo de Rhizophora mangle L. do manguezal do rio Paraguacu, Bahia.

Fonte: Autoria prépria

3.1.2. Fauna dos Manguezais

A fauna associada aos manguezais € muito variada, desde formas
microscopicas até grandes peixes, aves, répteis e mamiferos (FRUEHAUF,
2005). Sua estrutura possibilita a manutencdo de diversos habitats propicios a
protecdo contra predadores, reproducédo, desova e crescimento de diversas
espécies marinhas ou de agua doce (DELABIE et al., 2006).

Dentre as espécies de animais associadas aos manguezais, destacam-
se as varias espécies de crustaceos, formando enormes populagdes nos fundos
lodosos. Nos troncos submersos, varios animais filtradores, tais como bivalves,
alimentam-se de particulas suspensas na agua. A maioria dos crustaceos sao
ativos na maré baixa, enquanto os moluscos alimentam-se durante a maré alta.
Uma grande variedade de peixes acessa 0S manguezais na maré alta, muitos
dos quais que constituem o estoque pesqueiro das aguas costeiras dependem
das fontes alimentares do manguezal, pelo menos na fase jovem. Espécies de
aves e de invertebrados marinhos nidificam nas arvores do manguezal e



alimentam-se especialmente na maré baixa, quando os fundos lodosos estao
expostos (RODRIGUES, 2008).

3.1.3. Derramamento de petrdleo e derivados nos manguezais

Por se localizarem em regides costeiras, 0S manguezais sao sujeitos a
poluicdo cronica e a derrames acidentais de 6leo (NOERNBERG & LANA, 2002),
devido as préticas antrépicas como processamento industrial do petroleo e
combustéo incompleta de combustiveis fésseis (CHANG et al., 2008).

Fato que € considerado um sério problema, pois ecossistemas de
manguezal sdo sensiveis a disturbios antropicos como a contaminagdo por
petréleo, que pode provocar danos a toda a biota, exercendo impacto por longo
prazo (KREPSKY et al., 2007; CURY, 2002). Areas mais protegidas da a¢&o das
correntes e das ondas sdo mais seriamente afetadas do que as areas externas,
de franja (SILVA, 2008).

Quando o petroleo e seus derivados atingem o manguezal, o impacto
fisico e os efeitos toxicoldgicos podem ser agudos (por exemplo a desfolha e a
morte da fauna) e/ou crénicos (a exemplo da reducéo da reproducéo das plantas,
a sobrevivéncia das sementes e da populag&o de caranguejos) (NOAA, 2002).

A degradacdo do Oleo residual que contamina 0s manguezais ocorre
lentamente uma vez que estes sedimentos sdo anaerébicos logo abaixo dos
primeiros centimetros de profundidade (BURNS et al., 2000). Além disso,
manguezais sdo ambientes complexos e heterogéneos que sao influenciados
pela diversidade e abundancia de plantas, variacdo da maré e nichos nos
sedimentos, fatores que influenciam na variacdo no nivel dos poluentes
(PEIXOTO et al., 2011).

3.2. Oleo diesel

O oleo diesel é um produto da destilacao fracionada do petrdleo que
apresenta em sua composicdo principalmente hidrocarbonetos alifaticos de
cadeia simples, ndo ramificados, que contém de 9 a 28 4tomos de carbono, além
de outros compostos que destilam na mesma faixa de temperatura, como
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos e seus derivados alquilicos (ANP, 2012).
O dleo diesel pode também conter varios aditivos na sua composi¢ao final, tais

como: inibidores de corrosdo, surfactantes e aditivos para melhorar a
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estabilidade e a ignicdo. Contudo, a composicdo de um oleo diesel especifico
dependera da fonte do petréleo, do método de producédo e dos processos de
destilacdo (PETROBRAS, 2003).

Dos hidrocarbonetos totais de petr6leo que compdem o Oleo diesel,
incluem-se os hidrocarbonetos policiclicos arométicos (HPA), n-alcanos e os
monoaromaticos (BTEX), como benzeno, tolueno, etilbenzeno, o-xileno, m-
xileno, p-xileno (MAZUCCO, 2004).

O oleo diesel é utilizado em motores de combustao interna e ignicdo por
compressao (motores do ciclo diesel) empregados nas mais diversas aplicagdes,
tais como: automdéveis, furgdes, 6nibus, caminhdes, pequenas embarcacgfes
maritimas, maquinas de grande porte, locomotivas, navios e aplicacdes
estacionarias (geradores elétricos, por exemplo). O atual modelo energético
brasileiro € apoiado entre outros pontos, no transporte de cargas em motores
diesel, por via rodoviaria, em detrimento do transporte ferroviario, fluvial ou
cabotagem. Isso faz com que o 6leo diesel seja o derivado propulsor do refino
no Brasil. (PETROBRAS, 2014).

3.3. Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPAS)

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos sdo contaminantes ambientais
ubiquos, de origem petrogénica, pirogénica ou biogénica (WIDDEL & RABUS,
2001; FOGHT, 2008; SEO et al., 2009). Os HPAs de origem petrogéncia séo
comprovadamente ou potencialmente toxicos, mutagénicos ou carcinogénicos,
entrando no ambiente principalmente por deposicdo atmosférica, escoamento
urbano, efluentes municipais, aguas residuais de industrias e derramamentos de
Oleo (SEO et al., 2009; ZHOU et al., 2009).

Os HPAs compreendem moléculas com 2 a 6 anéis aromaticos. Com base
no peso molecular, os HPAs podem ser divididos em dois grupos: aqueles com
baixos pesos moleculares, que possuem dois ou trés anéis aromaticos, e os de
altos pesos moleculares, compostos por quatro a sete anéis aromaticos
(CELINO & QUEIROZ, 2006). Dentre os HPAs, somente 16 sao considerados
relevantes em funcao das informac6es quimico-fisicas, toxicoldgicas, industriais
e ambientais existentes. S&o eles: acenaftaleno, acenaftileno, antraceno,

benzo(a) antraceno, benzo(a)pireno, benzo(b) fluoranteno, benzo(k) fluoranteno,



benzo(g,h,i) pireleno, criseno, dibenzo(a,h) antraceno, fenantreno, fluoranteno,
fluoreno, indeno(1,2,3-c,d) pireno, naftaleno e pireno (POTIN et al., 2004).

Essas substéncias sdo pouco sollveis em agua e, em geral, sua
solubilidade diminui com o aumento do nimero de anéis (MAZUCCO, 2004),
além de apresentarem forte tendéncia de sorcdo as particulas orgéanicas e
minerais do solo e dos sedimentos, 0 que reduz sua biodisponibilidade aos
micro-organismos degradadores e resulta na contaminagdo ambiental
(JACQUES et al., 2007).

3.4. n-Alcanos

Os alcanos sao hidrocarbonetos alifaticos, conhecidos como parafinas,
que apresentam ligacdes simples (CARRASCOSA, 2011). De acordo com
SINGH et al. (2012), podem ser classificados como linear (n-alcanos), ciclico
(ciclo-alcanos) ou ramificado (iso-alcanos) e apresentam trés estados fisicos:
gasoso (C1-C4), liquido (C5-C16) e sélido (>C17).

Sao originados, sobretudo, a partir de plantas terrestres, algas e bactérias
(JENG, 2006; MEAD & GONI, 2006; GAO et al., 2007; WANG et al., 2008;
TROVAO & CARREIRA, 2009). Nos casos em que ha predominancia de n-
alcanos com numero de carbonos impares, existe indicativo de aportes
biogénicos. Enquanto que na contamina¢ado de ambientes por petréleo cru, ndo
existe predominancia de cadeias de carbono impares ou pares (DEL ROSSO,
2005; WANG et al., 2006; MIZUKAWA, 2012). Sendo assim, 0s n-alcanos séo
utilizados para caracterizar a origem da matéria organica e o nivel de
contaminagcdo ambiental. Segundo HU et al. (2014), os n-alcanos sé&o
biomarcadores lipidicos mais amplamente distribuidos nos corpos geoldgicos.

Na composicdo de hidrocarbonetos de plantas vasculares predominam
maiores concentracdes dos n-alcanos n-C27, n-C29 e n-C31 (YUNKER et al.,
2005; FAHL& NOTHIG, 2007; YAMAMOTO et al., 2008; YUNKER et al., 2011).
Para fitoplancton ha predominancia das cadeias (C14-C24), sendo C15, C17 e
C19 os mais abundantes (SAKATA et al., 1997; MEYERS, 1997; GELPI et al.,
1970; XING et al., 2011).

3.5. Degradacéao de n-Alcanos e HPAs por bactérias
Devido a sua composicdo quimica, os alcanos podem ser degradados por

micro-organismos como bactérias, fungos filamentos e leveduras, que os
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utilizam como fonte de carbono (van BEILEN et al., 2003; WENTZEL et al.,
2007). De acordo com NIE et al. (2014), a degradacéo bacteriana de n-alcanos
€ importante para a biorremediacdo de ambientes contaminados por petroleo.
Ainda segundo o autor, as enzimas chave na degradacéo aerébica de n- alcanos
por bactérias sdo as alcanos hidroxilases (AHs). Esse complexo enzimatico
consiste em trés componentes: alcano hidroxilase, rubredoxina e rubredoxina
redutase (van BEILEN et al., 1994), que sao codificados pelos genes alkB, alkG
e alkT, respectivamente (CAPPELLETTI et al.,2011).

Géneros de bactérias tém sido reportados como degradadores de
compostos alifaticos, tais como: Pseudomonas, Rhodococcus, Alacanivorax e
Bacillus (SINGH et al., 2012). WANG et al. (2010) identificou o gene alkB em
bactérias dos géneros Bacillus e Alcanivorax cultivadas em &gua do mar
suplementada com o6leo bruto e diesel. Em seu trabalho, DIOGO et al. (2010)
também identificou o gene alkB em Pseudomonas e Rhodococcus isoladas da
rizosfera de Cyperus rotundus L. pertencentes a uma area previamente
contaminada com petréleo.

A biodegradacdo aerdbica de n-alcanos inicia-se com a adicdo de um
grupo hidroxila & cadeia alifatica por uma monoxigenase (LOPES, 2010) (Figura
2). As principais vias de oxidacgao séo:

-Oxidacdo Terminal: esta via inicia com a oxidacdo do grupo metil terminal,
gerando um alcool primério. A oxidacéo do alcool priméario gera um aldeido, que
em seguida é transformado em acido graxo. O acido graxo sofre -oxidacao para
gerar acetil-CoA (ROJO, 2009).

-Oxidacdo Subterminal: a oxidacdo do metileno gera um &lcool secundario, o
qual é convertido na cetona correspondente. A cetona é oxidada por uma
monooxigenase gerando um éster, que é hidrolisado produzindo um alcool e um
acido graxo. O acido graxo é entdo degradado via 3-oxidagdo (ROJO, 2009).
-Oxidacdo Diterminal: ocorre oxidacdo de ambos o0s grupos metil terminal
formando acido carboxilico, que €& degradado via B-oxidacdo (BENTO &
GAYLARDE, 2001).
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Figura 2: Vias aerObicas de degradacgéo de n-alcanos.
Fonte: Adaptado de WATKINSON & MORGAN, 1990.

Segundo CRUZ & MARSAIOLI (2012), os n-alcanos de cadeias longas
(C10-C24) sao mais rapidamente degradados a partir da porcao terminal.
Enquanto os n-alcanos de cadeias menores que C10 séo toxicos para a maioria
dos micro-organismos, portanto, sua oxidacao € iniciada pela por¢éo subterminal
da cadeia.

A biodegradacdo anaerdbica de n-alcanos ocorre através de duas
principais estratégias: uma envolve a ativagdo do alcano numa posicéo
subterminal através da adigdo de uma molécula de fumarato, sendo o produto

degradado por B-oxidacdo. No segundo mecanismo, a molécula de fumarato é

11



adicionada aos carbonos terminais da molécula de alcano (KNIEMEYER et al.,
2007; ROJO, 2009).

O destino dos HPAs na natureza é influenciado por uma série de fatores
que determinam a taxa de degradacdo e a extensdo do metabolismo, como:
propriedades fisico-quimicas dos hidrocarbonetos (peso molecular, solubilidade
em &gua, volatilidade, presenca de grupos funcionais, concentragédo), pH do
meio, temperatura, concentragdo de oxigénio; salinidade; tipo de sedimento; e
nutrientes (MESQUITA, 2004).

Portanto, os HPAs sao contaminantes do ambiente com potencial para
serem biodegradados, no entanto, a eficiéncia deste processo pode ser reduzida
se as condi¢Bes quimicas e fisicas ndo forem favoraveis a sobrevivéncia e a
atividade dos micro-organismos degradadores (JACQUES et al., 2007).

A biodegradacdo aerobica de HPAs é iniciada pela oxidacdo do
hidrocarboneto formando didis, devido a acao de oxigenases (monoxigenases e
dioxigenases). Em seguida ocorre a clivagem do anel e formagé&o do protocatecol
e catecol que é degradado formando intermediarios como acetaldeido, piruvato
e succinato (Figura 3) (ATLAS, 1981; ATLAS, 1995; WENTZEL et al., 2007;
CRUZ & MARSAIOLI, 2012).
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Figura 3: Vias de biodegradacéo aerdbica de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos.
Fonte: CRUZ & MARSAIOLI, 2010
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As vias de biodegradacédo anaerobica de HPAs sdo as mesmas propostas
para degradacdo de n-alcanos e ocorrem através da adicdo de fumarato ou
carboxilacdo (SPORMANN & WIDDEL, 2000).

3.6. Biorremediacao

Biorremediacao é a utilizacdo de organismos vivos ou seus derivativos (ex.:
enzimas) para degradar compostos poluentes (van DILLEWIJN et al., 2009),
apresentam baixo consumo de energia e causam poucas mudangas nas
caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas do ambiente (TONINI et al., 2010).
E um bioprocesso que emprega micro-organismos, principalmente, para
remediar contaminantes por meio de mecanismos de biodegradagéo naturais
(biorremediacdo intrinseca ou atenuacdo natural) ou pelo aumento da
biodegradacéao natural (TELHADO, 2009).

Além disso, a biorremediacado pode tratar grandes quantidades de produtos
quimicos toxicos que sédo liberados no ambiente, deliberadamente como na
aplicac@o de agrotoxicos, ou acidentalmente como no caso de derramamentos
de 6leo (EZEZIKA & SINGER, 2010).

Dentre as estratégias de biorremediacdo mais estudadas incluem a
atenuacao natural, bioestimulacéo, bioventilacdo, bioaumentacao e landfarming
(SKIPPER, 1999).

3.6.1. Atenuacéo natural

Processo de biorremediacéo que ocorre naturalmente pela agdo dos micro-
organismos autéctones (FERREIRA, 2010). Trata-se de uma colecdo de
processos bioldgicos, quimicos e fisicos que ocorrem naturalmente, resultando
na contencao, transformacéo ou destruicdo de produtos quimicos indesejaveis
no ambiente (MORENO et al., 2004).

3.6.2. Bioestimulagéo

Alguns micro-organismos estao presentes nos locais contaminados, porém
para remediacdo efetiva, estes micro-organismos precisam ter o crescimento
estimulado. Bioestimulacao € o processo de adicdo de nutrientes, aceptores de

elétrons e oxigénio para estimular as bactérias existentes no solo.
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Este processo melhora a condicdo do macro e micro-ambiente para a
realizagdo da biorremediacdo. Dessa forma, micro-organismos nativos
presentes no solo sdo responsaveis pela degradacéo do poluente (THAPA et al.,
2012).

3.6.3. Bioventilagéo

A bioventilagcdo é uma tecnologia in situ que caracteriza-se pela adicédo de
oxigénio ao solo contaminado o que favorece o crescimento, desenvolvimento e
metabolizacdo de microrganismos autéctones e aloctones. Na maioria dos
casos, 0 oxigénio é suprido pela injecéo direta de ar no solo contaminado, onde
ocorre também a biodegradacdo dos compostos orgéanicos volateis, que se

movem lentamente através do solo biologicamente ativado (AZEVEDO, 2006).

3.6.4. Bioaumentacao

O bioaumento ocorre pela adicdo de micro-organismos especificos em
regides impactadas, adaptados em laboratorio as condicbes ambientais. Ao usar
essa técnica, faz-se a avaliacdo dos microrganismos presentes no ambiente,
identificando-se os degradadores de 6leo. Em seguida, através de biorreatores
estimula-se em laboratorio, o crescimento microbiano das espécies de interesse
e, posteriormente, injeta-se o “pool” de microrganismos no local contaminado
com o objetivo de aumentar a populacdo microbiana, responsavel pela
degradacdo do 6leo (MOREIRA, 2011; ROSA, 2003). As espécies de bactéria
dos géneros Nocardia, Pseudomonas, Micrococcus e Bacillus ja séo
amplamente difundidas pela capacidade de degradar hidrocarbonetos presentes
em combustiveis derivados do petroleo (SOLANO-SERENA et al., 2000;
GHAZALI et al., 2004; SILVA & ALVAREZ, 2004; DOU et al., 2007).

3.6.5. Landfarming

Técnica referente ao tratamento de residuos dispostos em area
impermeabilizada denominada célula, a qual sofre a adicdo de nutrientes, a
correcdo de pH e umidade, além da aracdo do solo para favorecer a
biodegradacdo dos residuos organicos por micro-organismos nativos
(MONTEIRO et al., 2008).
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3.6.6. Fitorremediagéo

A fitorremediacdo tem como base areas como a botanica, fisiologia
vegetal, bioquimica do solo e a quimica dos contaminantes, promovendo a
reabilitacdo da estrutura e da ecologia do solo, aumentando a quantidade de
carbono orgéanico, a porosidade e a infiltragio da agua e reduzindo a eros&o. E
uma tecnologia que visa o tratamento dos solos contaminados, com custo
relativamente baixo em relacédo a outras tecnologias, baixo impacto ambiental e
aceitacdo pela comunidade cientifica e as industrias (MERKL et al., 2006;
MARQUES et al., 2011).

Didaticamente a fitorremediacdo pode ser dividida em oito processos
denominados de Fitoextracao, Fitoacumulacéo, Fitodegradacéao,
Fitovolatilizacdo, Fitoestimulagdo, descritos na Figura 4, e Rizodegradacéao,
Rizovolatilizagdo e Rizoestabilizacdo, os quais ocorrem em funcdo das
caracteristicas morfofisiolégicas de cada espécie vegetal (Tabela 1)
(PROCOPIO et al., 2009).

FITODEGRADACAO
Metabolismo na planta

FITOEXTRAGKO' =l 1
Remoglo e destruigio VY w4

FITOESTIMULACAO
Metabolismo microbiano na rizosfera da planta

Figura 4: Modelo esquemético dos tipos de mecanismos de fitorremediacédo
utilizados pelas plantas.
Fonte: ANDRADE et al., 2007.
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Tabela 1. Mecanismos fitorremediacéo

Fitoextracio Absorcdo do contaminante presente no ambiente pela
espécie vegetal

Fitoacumulacio Armazenamento do contaminante nas raizes ou em
outros orgaos, sem modificacdo nas moléculas do
xenobiético {aprisionamento). Ocorre apds a fitoextracio

Fitodegradacao Bioconversdo do contaminante em formas menos
toxicas ou ndo-toxicas nas raizes ou em outros orgdos
dos vegetais: em alguns casos a transformacio ocorre
de forma intensa, resultando na mineralizacio do
xenobiotico. Ocorre apos a fitoextrac3o, ou mesmo apos
a fitoacumulacdo

Fitovolatilizacdo Volatilizacdo de um contaminante fitotransformado a
uma forma volatil, a qual é liberada na atmosfera. Ocorre
apos a fitoextracdo, ou mesmo apds a fitoacumulacio

Fitoestimulacio Estimulacdo & concentracdo/ativacdo de comunidade
microbiana apta a biodegradar o contaminante, resultado
da producio e liberacdo de exsudatos radiculares pela
espécie vegetal

Rizodegradacio Biodegradacio do contaminante pela comunidade
microbiana associada a rizosfera da espécie vegetal.
MNormalmente ocorre apds a fitoestimulacio

Rizovolatilizacdo Volatilizacdo de um contaminante rizotransformado a
uma forma volatil, a qual & liberada na atmosfera

Rizoestabilizacao Imobilizac&o, lignificacdo ou humificacdo do
contaminante na rizosfera da espécie vegetal, ficando o
contaminante inativo no solo, mesmo gue preservando
sua integridade molecular

Fonte: PROCOPIO et al., 2009

As plantas garantem as trocas gasosas e o desenvolvimento dos micro-
organismos, inclusive os biorremediadores. O Brasil apresenta grande potencial
de uso tanto para biorremediacdo quanto para fitorremediacdo na recuperacao
de areas contaminadas, devido a grande biodiversidade e ao clima, que
favorecem os processos biologicos no tratamento da poluicdo (MARQUES et al.,
2011).

A fitorremediacao pode ser usada em aplicagdes “in situ” ou “ex situ”. A
técnica € em geral considerada para uso “in situ” pelo estabelecimento da

vegetacdo em areas de solo ou agua subterrdnea contaminada. Porém, o solo
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pode ser escavado e transportado para uma unidade de tratamento onde a
fitorremediag&o possa ser aplicada (MONTEIRO, 2008).

No processo de fitorremediacdo € desejavel que as espécies vegetais
apresentem um crescimento rapido, elevada producdo de biomassa,
competitividade, vigor e tolerancia a poluicdo. Deste modo, plantas com essas
caracteristicas podem ser utilizadas como agentes de despoluicdo (LAMEGO &
VIDAL, 2007).

3.7. Rizobactérias Promotoras do Crescimento de Plantas — RPCP’s

Exsudatos liberados pelas plantas através das raizes, incluindo ions (ex.:
H+), acidos inorganicos, oxigénio, agua, compostos de carbono de baixo peso
molecular (aminoé&cidos, acidos organicos, acucares, compostos fendlicos e
metabdlitos secundarios) e de alto peso molecular (mucilagem, proteinas),
modelam interacBes, como associa¢des simbidticas com micorriza, rizébio e
rizobactérias promotores do crescimento vegetal (plant growth promoting
rhizosphere-PGPR) (BAIS et al., 2006; BADRI & VIVANCO, 2009). Rizobactérias
que colonizam as raizes e promovem o crescimento vegetal tém sido associadas
a biorremediacao de solos (HUANG et al., 2005; ZHUANG et al., 2007).
As rizobactérias podem melhorar diretamente a extensdo ou qualidade
do crescimento da planta aumentando a ciclagem de nutrientes, tais como, a
fixacdo biolégica de nitrogénio (AHMAD et al., 2008) e producdo de hormdnios,
além de promover a supressdo de patégenos (CUMMINGS, 2009). Segundo
MARIANO et al. (2004), as bactérias Pseudomonas spp. e espécies de Bacillus

estdo entre as rizobactérias promotoras do crescimento de plantas.

3.8. Biossurfactantes

Os biossurfactantes ou surfactantes de origem microbiana sdo agentes
tensoativos com capacidade de detergéncia, emulsificacéo, disperséo de fases,
e entre suas aplicagcdes podem ser utilizados em processos de descontaminacgéo
de ambientes poluidos (GASPARIN et al., 2012). Em funcédo da presenca de
grupos hidrofilicos e hidrofébicos na mesma molécula (NITSCHKE & PASTORE,
2002), desta forma, similar aos surfactantes de origem sintética, possuem a

capacidade de reduzir a tensdo superficial (liquido-gas) ou tenséo interfacial

17



(entre liquidos imisciveis). Resultam do metabolismo secundario dos micro-
organismos, ocorrendo a sua produc¢éao no final da fase exponencial e durante a
fase estacionéria. (NAWAWI & JAMAL, 2010).

Algumas funcdes fisioldgicas dos biossurfactantes tém sido relatadas, tais
como: emulsificacdo e a solubilizacdo de hidrocarbonetos ou compostos
insoliveis em &gua, facilitando o crescimento de micro-organismos nestes
substratos, transporte de hidrocarbonetos, regulacdo da aderéncia-liberacéo da
célula a superficies e atividade antibidtica, 0 que confere aos micro-organismos
maiores chances de sobrevivéncia e competitividade (DESAI & BANAT, 1997;
FIECHTER, 1992; NITSCHKE & PASTORE, 2002).

O uso do biossurfactante foi sugerido como uma alternativa a produtos de
origem sintética. As principais vantagens em relacdo aos detergentes sintéticos
residem em sua baixa toxicidade e natureza altamente biodegradavel (ARAUJO
et al., 2013). Biossurfactantes tém sido testados na recuperacao e tratamento
de areas contaminadas por hidrocarbonetos, sendo bastante efetivos na
diminuicdo da tensao interfacial do 6leo e da agua e na viscosidade do Oleo
(COSTA, 2010).

As principais classes de biossurfactantes incluem glicolipidios,
lipopeptidios e lipoproteinas, fosfolipidios e &cidos graxos, surfactantes
poliméricos e surfactantes particulados (DESAI & DESAI, 1993). Varios tipos de
biossurfactantes foram sintetizados a partir de bactérias que pertencem a uma
variedade de géneros, dentre elas encontra-se os géneros Pseudomonas e
Bacillus (BANAT et al., 2010).

3.8.1. Biossurfactantes produzidos pelo género Bacillus

O género Bacillus, é compreendido por micro-organismos Gram-positivos,
formadores de esporos, em forma de bastdo, aerGbios ou anaerdbios
facultativos, podendo ser encontrados no solo, na agua, na poeira ou no ar.
Bactérias deste género apresentam intensa atividade metabdlica, degradando
substratos organicos (FRANCO & LANDGRAF, 2002). Segundo BOGNOLO
(1999), os lipopeptideos produzidos pelo género Bacillus estdo entre os
biossurfactantes mais efetivos. Linhagens de Bacillus tém sido indicadas pela
producédo do biossurfactante denominado surfactina (Tabela 2), o qual consiste

de um lipopeptidio ciclico consistindo de um acido graxo de 14 a 15 carbonos
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ligado a um peptidio com 7 residuos de aminoacidos. A producdo do
biossurfactante pelo Bacillus sp. provavelmente ocorre devido a mecanismos de
protecdo da célula ao ataque de outros micro-organismos (COLLA & COSTA,
2003).

DECESARO et al. (2013) verificou o potencial de producdo de
biossurfactantes por bactérias do género Bacillus isoladas de ambiente
contaminado por Oleo diesel. Os resultados demonstram que as linhagens
isoladas séo capazes de reduzir a tenséo superficial de um meio contendo 6leo
de soja, sendo, portanto, promissoras na producéo de biossurfactantes. Bacillus
também séo potenciais degradadores de HPAs. Segundo PINHATI et al. (2014),
bactérias do género Bacillus sédo eficientes na degradacdo de antraceno e

fenantreno.

Tabela 2. Relag&o dos principais biossurfactantes produzidos pelas varias

espécies do género Bacillus.

Tipo de Microrganismo
biossurfactante

Polimixina Bacillus polymyxa
Surfactina B. subtilis
Subtilisina B. subtilis
Cerexina B. cereus
Gramicidina B. brevis
Liquenisina B. licheniformis
Fengicina B. subtilis
Surfactina B. pumilus
Surfactina B. coagulans
Ramnolipideo B. subtilis
Surfactina B. atrophaeus
Bamilocina B. amyloliquefaciens
Lipopeptideo B. circulans
Glicolipideo B.megaterium

Fonte: BUGAY, 20009.

3.8.2. Biossurfactantes produzidos pelo género Pseudomonas

O género Pseudomonas € composto por bacilos Gram-negativos retos ou
ligeiramente curvos, com dimensdes entre 0,5 - 1,0 um de largurae 1,5 - 5,0um
de comprimento, ndo formadores de esporos, integrante da familia
Pseudomonadaceae (PALLERONI, 1998). Cresce formando coldnias irregulares

e opacas, em uma faixa ampla de temperaturas. A maioria das linhagens produz
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pigmentos hidrossollveis tais como a pioverdina, o qual confere ao meio de
cultura coloracao esverdeada (TRABULSI & ALTERTHUM, 2005).

GEORGIOU et al. (1992) relata a producédo de biossurfactante do tipo
ramnolipidio e viscosina por Pseudomonas sp. e Pseudomonas fluorescens,
respectivamente. JA DESAI et al. (1997) relata a producédo do biossurfactante
polimérico carboidrato-proteina-lipideo por Pseudomonas fluorescens.

Segundo BARATHI & VASUDEVAN (2001), Pseudomonas fluorescens
poderia desempenhar um papel importante na remediagcéao de solo contaminado
com petréleo em ecossistemas aquaticos. BARATHI & VASUDEVAN (2001)
demonstraram que o biossurfactante produzido por Pseudomonas fluorescens
emulsifica substratos contendo hidrocarbonetos aromaticos derivados de
petréleo. O que corrobora com o aumento da biodegradacédo do tetradecano,
pristano e hexadecano no solo obtidos por JAIN et al. (1992) com a adi¢éo de
biossurfactante produzido por uma bactéria do género Pseudomonas. Segundo
THAVASI et al. (2011), o biossurfactante produzido por Pseudomonas
aeruginosa pode ser aplicado na descontaminagdo de ambientes com
derramamento de Oleo cru, devido sua alta atividade de emulsificagcdo em baixa

concentragao.
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4. METODOLOGIA

4.1. Amostragem

O sedimento foi coletado em uma regido tipica de manguezal do Rio
Paraguacu, coordenadas S 12°42 11°.1”/ W0 38°45 19'.4”, altura da maré 0,1m,
localizado no municipio de Maragogipe - Bahia. Coletou-se 144kg de sedimento
com o auxilio de pas. O sedimento foi acondicionado e transportado em
tambores plasticos para a casa de vegetacdo onde permaneceu secando, a
temperatura ambiente, até o momento da montagem do experimento.

Os propagulos de Rhizophora mangle L. foram coletados no manguezal
de Praia Grande, localizado na regido de llha de Maré - Bahia. Foram coletados
54 propagulos de acordo com a uniformidade do tamanho, auséncia de raizes e
condi¢cdes fitossanitarias adequadas (ex: presenca de necrose, clorose,
herbivoria etc), em seguida foram transportados em bandejas plasticas até a

casa de vegetacdo, onde permaneceram até o plantio.

4.2. Esquema de montagem do experimento

Em casa de vegetacédo, os tratamentos foram distribuidos em blocos ao acaso,
conforme descrito abaixo:

Controle 1: Sedimento sem autoclavar + 6 propagulos de Rhizophora mangle
L.

Controle 2: Sedimento sem autoclavar + 6leo diesel

Controle 3: Sedimento autoclavado + 6leo diesel

Tratamento 1: Sedimento autoclavado + 6leo diesel + Bacillus sp. +
Pseudomonas fluorescens

Tratamento 2: Sedimento autoclavado + 6leo diesel + Bacillus sp. +
Pseudomonas fluorescens + 6 propagulos de Rhizophora mangle L.
Tratamento 3: Sedimento autoclavado + Oleo diesel + 6 propagulos de

Rhizophora mangle L.

Os modulos, com capacidade de 18L, foram adaptados com torneiras
plasticas, identificados e forrados com papel aluminio, a fim de evitar o contato
do sedimento com o plastico. Os modulos foram regados com agua do mar

autoclavada e sem autoclavar, conforme montagem do experimento.
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4.3. Autoclavagem do sedimento anterior a montagem do experimento
Apébs o periodo secando em casa de vegetacédo, parte do sedimento foi
pesada e distribuida em 12 sacos plasticos para autoclave, contendo 8kg de
sedimento em cada saco. Posteriormente, o sedimento foi autoclavado a 121°C
por 30 minutos durante 3 dias consecutivos, em intervalos de 24h entre cada
autoclavagem, adaptado de ARAUJO & GUERREIRO (2010) e BENTO et al.
(2003). A parte restante do sedimento foi mantida na casa de vegetacao. Ao final,
foi adicionado 8kg de sedimento em cada modulo, para a distribuicdo dos

tratamentos e controles.

4.4. Contaminacgao do sedimento com 6leo diesel

O sedimento, ja distribuido nos médulos, foi contaminado com 6leo diesel
S500, adquirido em posto de gasolina. Utilizou-se um volume de 310mL por
moédulo, uma concentracdo de 55ug.mL?, adaptado de CHAGAS-SPINELLI
(2007). A contaminacdo foi realizada 5 dias antes da inoculagédo das bactérias e
do plantio dos propagulos, a fim de proporcionar uma eficiente absorcéo do 6leo
pelo sedimento. Foi coletada amostra do O6leo diesel para realizacdo da

guantificacdo de HPAs e n-alcanos.

4.5. Preparo do in6culo bacteriano

4.5.1.Pré-indculo

As linhagens de bactérias utilizadas neste experimento foram isoladas da
rizosfera de plantas do semiarido baiano e pertencem a Colecao de Cultura de
Micro-organismos do Instituto de Ciéncias da Saude da UFBA.

O pré-inoculo das linhagens CCMICS105 Pseudomonas fluorescens e
CCMICS 108 Bacillus sp. foi preparado em frascos do tipo erlenmeyers de
300mL, contendo 100mL do meio Caldo Nutriente, a 30°C, sob agitacdo orbital
de 120rpm, por 24h.

4.5.2. In6culo do sedimento
O indculo foi preparado a partir de um volume pré-determinado do pré-
in6culo. A biomassa bacteriana foi re-inoculada em frascos do tipo erlenmeyers

de 300ml contendo 100ml do meio Caldo Nutriente, a 30°C, sob agitacdao de
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120rpm, por 16h. Apos o periodo de incubacao, o inéculo atingiu a densidade
Optica (DO) de 10° células/mL e posteriormente as amostras foram centrifugadas
a 5000rpm, durante 5 minutos. O pellet contendo as células foi ressuspenso em

200mL de solucao salina, a 0,9%(NacCl), e inoculado no sedimento.

4.5.3. Inoculacéo dos propégulos e plantio

Os propégulos foram inicialmente mensurados e higienizados com
hipoclorito de sédio a 2%, durante 5 minutos e lavados 3 vezes com agua, para
retirar o excesso do hipoclorito. Para o indculo do propagulo, o pellet contendo
as células foi ressuspenso em 1L de solucéo salina a 0,9%. Os propagulos foram
imersos, separadamente, por 2 minutos, em solugdo salina contendo as
linhagens CCMICS105 Pseudomonas fluorescens e CCMICS108 Bacillus sp..
Posteriormente, os propagulos foram identificados com lacres numerados e

plantados nos mdédulos (Figura 5).

Figura 5: Experimento de biorremediacdo montado na casa de vegetacdo do Instituto
de Biologia da UFBA.

4.6. Avaliacado da germinacao dos propagulos e do peso das plantas
Avaliou-se a germinacao das plantas ao final do experimento (120 dias)
através da presenca ou nao de raiz. Em seguida, duas plantas por modulo,
totalizando 18 plantas, foram separadas em parte aérea, propagulo e raiz, e
mensuradas individualmente para obtencdo da matéria fresca. As partes da

planta foram posteriormente secas em estufa com circulagéo de ar forgada, a
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80°C. Apds a secagem, até peso constante, determinou-se o peso da matéria

Seca.

4.7. Andlise histolégica das plantas

Os propagulos dos tratamentos e controle foram fixados em FAA 70
(formaldeido, acido acético e alcool etilico 70%) por 48h e armazenados em
etanol a 70% (JOHANSEN, 1940). Realizou-se cortes transversais, a mao livre,
da regido mediana dos propagulos. As secdes foram clarificadas em hipoclorito
de sodio a 2%, lavadas com agua destilada e submetidas a coloracdo com
fucsina. Em seguida, os cortes foram montados em lamina e visualizados em
microscopio optico LEICA DM750 acoplado a camera LEICA DFC 295.

4.8. Isolamento das bactérias daraiz

Foram coletadas amostras de raizes de plantas do Tratamento 2 para
avaliacdo de colonizacdo por bactérias. Os fragmentos de raizes foram
incubados em meio LB (Luria-Bertani) a 30°C, por 48h. ApoOs este periodo
procedeu-se a realizacdo do plaqueamento em meio TSA e agar Pseudomonas
Piocianina e Fluoresceina. As colbnias foram contadas e as bactérias foram

avaliadas quanto a morfologia em microscopio 6ptico.

4.9. Isolamento das bactérias do propagulo
O isolamento das bactérias do propagulo foi realizado a partir de cortes
longitudinais das plantas do Controle 1 e do Tratamento 2 (Figura 6).

Figura 6: Propagulo cortado longitudinalmente para avaliagdo da presenca de

bactérias.
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Os cortes foram higienizados com hipoclorito de sodio a 2%, alcool a 70%
e lavados com agua destilada estéril por 3 vezes. Posteriormente os cortes foram
seccionados e incubados em agar nutriente, a 30°C por 48h.

4.10. Isolamento das bactérias do sedimento

As bactérias do sedimento foram isoladas apds 120 dias de experimento.
Foi coletado 5g do sedimento e incubado em frasco erlenmeyer de 250mL
contendo 50mL de solucéo salina estéril a 0,9% (NaCl), a 28°C, sob agitacéo de
200rpm por 20 minutos. A partir do sobrenadante realizou-se diluicdo seriada até
a concentracdo de 10° e plaqueamento das 3 Ultimas diluicbes em meio TSA
(Tryptone Soya Agar) e 4gar Pseudomonas Piocianina e Fluoresceina. As placas
foram incubadas a 30°C por 48 horas (BAYER, 2010).

4.11. Analise das raizes por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)
Amostras das raizes de plantas do Tratamento 2 e do Controle 1 foram
coletadas para avaliacao de colonizacdo por bactérias em MEV. As raizes foram
fixadas em solucdo Karnovsky 70%, com pH 7,4 (glutaraldeido 2,5%,
paraformoldeido 2%, tampado cacodilato de sodio 0,1M e &gua destilada),
durante 24h. Em seguida as amostras foram lavadas em tamp&o cacodilato de
sédio 0,1M e pos-fixadas em tetroxido de 6smio 1%. ApOs a fixacdo, as amostras
foram submetidas a uma série de banhos em etanol (30%, 50%, 70%, 90% e
100%) para desidratacéo, secas em aparelho de ponto critico modelo LEICA EM
CPDO30. As amostras foram entdo montadas em stubs e metalizadas com fina
camada de ouro no metalizador modelo DETON VACUM DESK IV STANDARD.
As observacdes foram feitas em Microscépio Eletrbnico de Varredura de alta
resolucdo modelo JEOL JSM 6390LV. O processamento e a observacao das
amostras foram realizados na Fundacdo Oswaldo Cruz - FIOCRUZ/BA.

4.12. Analise de hidrocarbonetos do sedimento

Amostras do sedimento antes da contaminacdo com 6leo diesel e ao final
do experimento foram coletadas e analisadas quanto a presenca de HPA e n-
alcanos, no Laboratorio de Isétopos Estaveis localizado no Laboratorio de Fisica

Nuclear Aplicada da UFBA. As amostras foram homogeneizadas, formando uma
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amostra composta, armazenadas em recipientes de aluminio, e acondicionadas
a 4°C até a realizacao das analises.

Os HPA’s e n-alcanos foram determinados segundo o método USEPA
3550C. O sedimento foi previamente seco em estufa com circulagcéo forcada de
ar a 45°C durante 48h e em seguida uma aliquota de 2g de cada amostra foi
submetida a extragdo em equipamento de ultrassom tipo 75T utilizando 10mL de
diclorometano P.A. como solvente, sendo 3 banhos com duracao de 30 minutos
cada. No intervalo de cada banho de ultrassom, as amostras foram centrifugadas
a 3000rpm por 5 minutos e o extrato final foi submetido a evaporacdo com
nitrogénio.

ApOs a extragdo, o extrato foi submetido a cromatografia de adsorgcédo em
coluna de vidro contendo silica, sulfato de sodio anidro e cobre. A silica foi
ativada a 140°C/4h, o sulfato de sddio anidro foi ativado a 400°C/16h e o cobre
foi ativado em HCI 0,1M, seguido por acetona e armazenado em n-hexano P.A..
O extrato foi eluido inicialmente em 40mL de n-hexano P.A. para obtencéo da
fase 1. Posteriormente, adicionou-se a coluna uma mistura de n-hexano P.A. e
diclorometano P.A. (4:1 v/v) para obtencéo da fase 2. O eluente foi submetido a
Cromatografia Gasosa acoplada ao Espectrometro de Massa (CG-EM) modelo
GCMS-QP2010 Plus.

Os n-alcanos e HPAs presentes nas fragdes foram identificados e
quantificados no modo de monitoramento de ions especificos (SIM), com uma
coluna DB5-HP e hélio como géas de arrasto. O fluxo do gas de arrasto foi mantido
constante.

A injec&o dos n-alcanos foi realizado no modo split com razéo de 40, com
o injetor a temperatura de 280 °C. No método de analise SIM, foram monitoradas
as razdes massal/carga 43, 57, 71 e 85 durante todo o tempo de analise. A
injecdo dos HPAs foi realizado no modo splitless, com o injetor a temperatura de
300 °C.

Os compostos foram identificados com base em padrdes externos. O
padrdao usado nas andlises dos n-alcanos foi Alkanes Calibration std, 40147-U
da SUPELCO, contendo os compostos C8 a C40, além dos isoprendides pristano
e fitano. Para as analises dos HPAs foi utilizado o padrédo TCL Polynuclear
Aromatic Hydrocarbons Mix, 48905-U SUPELCO, contendo os 16 HPAs

prioritarios. A quantificacéo foi realizada via padrado externo, com a construcao
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de curvas analiticas com sete pontos com concentracdes distintas. Os resultados
foram expressos em termos do volume final dos extratos e na massa seca de

extracao.

4.13. Analise de hidrocarbonetos das plantas

Avaliou-se a presenca de HPA e n-alcanos de 3 plantas pertencentes ao
Controle 1, Tratamento 2 e Tratamento 3. As amostras foram processadas no
Laboratério de Isétopos Estaveis localizado no Laboratorio de Fisica Nuclear
Aplicada da UFBA.

As plantas foram previamente liofilizadas e maceradas. Em seguida, 19
de cada amostra foi submetida a extracdo em equipamento de ultrassom tipo
75T, seguindo o método 3550C, utilizando 10mL de diclorometano P.A. como
solvente, sendo 3 banhos com duracéo de 30 minutos cada. No intervalo de cada
banho de ultrassom, as amostras foram centrifugadas a 3000rpm por 5 minutos
e o extrato final foi submetido a evaporagdo com nitrogénio. Apds a extragao, o
extrato foi submetido a coluna de silica, sulfato de sédio anidro e cobre para
obtencao do eluente limpo, com utilizagao de diclorometano P.A e n-hexano P.A.
como solventes, seguindo as mesmas etapas utilizadas para o sedimento. O
eluente foi submetido a Cromatografia Gasosa acoplada ao Espectrometro de
Massa (CG-EM) modelo GCMS-QP2010, adaptado de CHEEMA et al. (2010).

As condi¢des de injecao foram as mesmas relatadas para o sedimento.

4.14. Anélise estatistica
Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e o
teste de contraste utilizado foi o Teste de Tukey (1 e 5% de probabilidade),

utilizando o software Assistat versao 7.7 (2015).
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Analise de n-alcanos e HPAs do sedimento

Foram identificados e quantificados os n-alcanos no intervalo de C9-C35.
A partir das analises dos resultados foi possivel observar que a contaminacao
de n-alcanos a ser considerada para titulo de degradacé&o é a originada do 6leo
diesel ilustrado na Figura 7 (A), uma vez que o sedimento utilizado neste
trabalho, representado pelo Controle 1, ndo apresentava contaminacgao por este
composto, pois os valores das fracdes de alcanos foram baixos. Os picos
observados na Figura 7 (B) correspondem a componentes naturais do

sedimento, podendo ser atribuidos a matéria organica.
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A extracdo de n-alcanos por ultrassom realizada neste trabalho obteve

uma recuperacao satisfatoria das fracdes, conforme Figura 8.
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Figura 9: Comparacédo entre o percentual de n-alcanos presente nas amostras de
sedimento dos Controles e Tratamentos apds 120 dias de experimento.

Como pode ser observado na Figura 9, houve reducédo de C9-C11 entre
os tratamentos. Os Tratamentos 1 e 2, em que houve a inoculagéo das bactérias
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CCMICS105 Pseudomonas fluorescens e CCMICS108 Bacillus sp.,
apresentaram maior degradagéo dos compostos C9-C11 do que o Tratamento
3. Alguns alcanos, a exemplo do C15, C17 e C25, foram detectados em maiores
percentuais nos Tratamentos 1 e 2 do que no Tratamento 3. Fato que pode ser
atribuido a acdo de substancias produzidas por bactérias, a exemplo dos
biossurfactantes, que promovem a dessorcao dos hidrocarbonetos do sedimento
e 0s biodisponibilizam.

Os elevados percentuais das cadeias C9-C11 encontrados no Tratamento
3 é indicativo de que a Rhizophora mangle L. ndo apresentou efeito na
degradacéo destes compostos. A fragdo C12-C14 apresentou reducdo em todos
os tratamentos e controles, Figuras 8. Fato que pode ser atribuido a acéo de
bactérias provenientes de contaminacéo ou a¢ao do intemperismo, uma vez que
0 experimento ocorreu em condi¢cdes de campo.

As cadeias intermediarias e pesadas de n-alcanos (C14-C35) nao
apresentaram reducgao significativa entre os tratamentos e controles, quando
comparados ao 6leo diesel. Deste modo, a Rhizophora mangle L. e as linhagens
CCMICS105 e CCMICS108 utilizadas neste trabalho n&o foram eficientes na
biodegradacao desta fracao de alcanos.

De acordo com AZEVEDO et al. (2009), a biodegradacdo por micro-
organismos aerébicos e/ou anerdbicos ocorre inicialmente pela perda de
compostos mais leves, como n-alcanos de baixa massa molecular. ZHANG et al.
(2014) utilizou Bacillus subtilis e Pseudomonas sp. na degradacdo de compostos
do 6leo diesel. Os autores conseguiram reduzir totalmente os n-alcanos de
cadeias leves. SINGH & LIN (2010), obtiveram uma aceleracdo da
biodegradacdo do Oleo diesel ao utilizar Bacillus pumilus e Acinetobacter
calcoaceticus apds 65 dias de experimento. A presenca da bactéria Bacillus
pumillus no solo contaminado resultou em significativa taxa de degradacao do
diesel. MARIN et al. (2013) obteve 95% de degradacdo do C12 presente no 6leo
diesel utilizando consoércio de bactérias do género Pseudomonas e
Sphingomonas. Dados que corroboram com os resultados obtidos neste
trabalho.

Para avaliar a presenca de HPA no sedimento, foram identificados e

qguantificados os 16 HPAs prioritarios, listados na Tabela 4. Os percentuais de
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hidrocarbonetos aromaticos presentes no Oleo diesel sdo elevados, quando

comparadas com os valores encontrados no Controle 1 (Figura 11).
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Figura 10: Comparacdo entre o percentual de HPA presente nas amostras de

sedimento

do Controle 1 e no Diesel.

Dentre os HPAs presentes no 6leo diesel, os que apresentaram maiores

percentuais foram naftaleno, acenafteno, fluoreno e fenantreno. O naftaleno

também obteve uma elevada contribuicdo no Controle 1, o que indica aporte

antropogénico. Porém, os indices do oleo diesel foram os que apresentaram
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maiores contribuicdes do que o Controle 1, sendo, portanto, os valores utilizados

como base para andlises de degradacéo neste trabalho.
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Figura 11: Comparagao entre o percentual de HPAs presente na amostra de Diesel com
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A extragdo de HPAs por ultrassom realizada neste trabalho obteve uma

recuperacao satisfatoria das fragcdes, conforme Figura 11.
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Figura 12: Comparacdo entre o percentual de HPA presente nas amostras de

sedimento dos Controles e Tratamentos ap6s 120 dias de experimento.
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Os percentuais de HPA nos Controles 2 e 3 ao final do experimento séo
proximos entre si (Figura 12). Por ser um controle em que h& microbiota natural,
visto que o sedimento ndo foi autoclavado, pode-se inferir que né&o houve
biodegradacdo pela microbiota autdéctone do sedimento de manguezal, ao
analisar os valores do Controle 2. Infere-se ainda que o tempo do experimento
nao foi suficiente para que houvesse a degradagcao dos HPAs ou que tais micro-
organismos ndo apresentam o aparato enzimatico necessario para degradar
esses compostos. Além de ndo haver perdas consideraveis por agcao do
intemperismo, quando observa-se os valores do Controle 3.

As maiores reducdes nos niveis do naftaleno ocorreram no Tratamento 1
e no Tratamento 2, conforme observa-se na Figura 12.

Os dados indicam que as bactérias CCMICS105 Pseudomonas
fluorescens e CCMICS108 Bacillus sp. atuaram somente na degradacao das
fracGes de baixo peso molecular dos HPAs e que a Rhizophora mangle L. ndo
foi eficaz na degradacdo desses compostos, provavelmente devido ao curto
espaco de tempo do experimento, aliado a grande estabilidade e resisténcia dos
HPAs a biodegradacéo.

Em experimentos realizados por PATHAK et al. (2009) foi possivel
observar degradacéo de 2000ppm do naftaleno em 24h utilizando Pseudomonas
sp.. PATEL et al. (2012) também demonstrou degradacéo de naftaleno utilizando
linhagens de Pseudomonas. Estudos também tém demonstrado o potencial de
degradacdo do naftaleno por bactérias do género Bacillus. LIN et al. (2010)
alcancou a taxa de 99,1% de remocéo do naftaleno com Bacillus fusiforms.
Segundo o autor, a salinidade pode influenciar na biodegradacao do composto.
CERQUEIRA et al. 2011 removeu 51,8% da fracdo de aromaticos utilizando
consorcio formado por bactérias dos géneros Bacillus, Pseudomonas e

Stenotrophomonas, sendo o naftaleno a apresentar a maior taxa de degradacéao.

5.2. Andlise de n-Alcanos e HPA na planta

Foram avaliados os n-alcanos C9-C35 nas plantas, conforme Figura 13.
Os percentuais das cadeias C9-C11 na planta do Controle 1 foram superiores as
encontradas nos Tratamentos 2 e 3. E provavel que os niveis encontrados

desses compostos alifaticos na planta sejam devido a bioacumulag&o sofrida
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Figura 13: Comparagao entre o percentual de n-Alcanos presentes nas plantas do
Controle 1 e dos Tratamentos 1 e 2 apds 120 dias de experimento.

pelos propagulos na regido em que foram coletados, pois trata-se de uma area
que sofre influéncia da inddstria petroquimica.

Aliado a adsorcdo desses compostos a superficie das folhas durante o
experimento. De acordo com KRISTENSEN et al. (2008), a composicéo de n-
alcanos em plantas de manguezais é susceptivel as variagdes biogeograficas.

Dentre os tratamentos, houve maior retencdo de alcanos na planta do
Tratamento 3 do que no Tratamento 2. Podemos inferir que as linhagens
CCMICS105 Pseudomonas fluorescens e CCMICS108 Bacillus sp. tenham
colonizado a raiz e, consequentemente, protegido a planta através da
degradacdo dos alcanos no sedimento evitando maior absorcdo do
contaminante pelo vegetal, o que corrobora com os dados de n-alcanos do
sedimento do Tratamento 2. Diferente da planta do Tratamento 3, onde houve
maior absorcao de alcanos.

Segundo ESPINOSA et al. (2005), a presenca de micro-organismos que
degradam hidrocarbonetos na rizosfera proporciona protecdo externa para as
plantas, reduzindo o potencial efeito toxico produzido pelo contaminante.

Os percentuais de hidrocarbonetos aromaticos encontradas nas plantas
do Controle 1 foram superiores as encontradas nas plantas dos tratamentos,
exceto o Criseno que foi encontrado em menor percentual. Assim como relatado

para n-alcanos, acredita-se que esses percentuais de HPA sejam oriundos do
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processo de bioacumulagéo realizado pelos propagulos na regido onde foram
coletados.
Os valores de HPA encontrados nas plantas dos tratamentos néo

apresentaram diferenca consideravel, Figura 14.
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Figura 14: Comparacdo entre o percentual de HPAs presentes nas plantas do Controle

1 e dos Tratamentos 1 e 2 ap6s 120 dias de experimento.

Sendo assim, as linhagens inoculadas ndo impediram a absorcédo de HPA
pelas plantas. As contribuigcbes do naftaleno nas plantas dos tratamentos e do
controle corroboram com os elevados indices desse composto nos respectivos
sedimentos. Os dados obtidos corroboram com SOJINU et al. (2010) que avaliou
as concentracdes de HPA em plantas oriundas de ambiente onde ha exploracéo
de Oleo. Os resultados mostram que as plantas absorveram os HPAs presentes
no solo, sendo o naftaleno a obter concentragcdes mais elevadas, segundo o0s
autores, devido a sua volatilidade e biodisponibilidade.

Segundo GLICK (2003), a fitorremediacdo de compostos organicos pode
ocorrer por fitoestabilizagdo, fitoestimulagdo ou fitotransformacdo, que é a
absorcdo e degradacdo de compostos organicos pela planta. Apesar da planta
do controle apresentar percentual elevado de HPAs, essas ndo morreram ao
final do experimento. O que ndo pbde ser observado nas plantas dos

tratamentos, apesar da reducéo nos niveis dos HPAs em seus tecidos.
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5.3. Germinacdo dos propagulos e peso seco das plantas de Rhizophora
mangle L.

A germinacgdo dos propégulos foi avaliada através da presenca ou ndo da
raiz. Todos os propagulos do Controle 1 germinaram (Tabela 3), apresentando
folhas e raizes bem desenvolvidas (Figura 15). O desenvolvimento das plantas
do Controle 1 demonstra uma boa adaptabilidade da Rhizophora mangle L. as

condi¢cBes de um cultivo ex situ.

Tabela 3: Taxa de germinacgéo dos propagulos de Rhizophora mangle L. apds 120 dias

de experimento.

N total de N2 de propagulos que Porceptagem de
Tratamento P . propagulos que
propagulos germinaram .
germinaram
Controle 1 18 18 100%
Tratamento 2 18 10 55,5%
Tratamento 3 18 4 22,2%

Apesar de ndo apresentar folhas e sistema radicular com maior de nivel
de complexidade, como observado no Controle 1, o Tratamento 2 apresentou 10
propagulos germinados, correspondendo a 55,5% do total de propagulos

plantados (Figura 15).

Figura 15: Desenvolvimento de plantas do Controle 1 apés 120 dias de experimento.
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No Tratamento 3 apenas 22,2% dos propagulos germinaram. A diferenca
na taxa de germinacdo entre os tratamentos pode ser atribuida as linhagens
CCMICS105 e CCMICS108 inoculadas no Tratamento 2.

Por se tratarem de rizobactérias promotoras do crescimento de plantas,
infere-se que as linhagens induziram a germinacdo dos propagulos, e que as
bactérias colonizaram e, consequentemente, protegeram as raizes das plantas
do Tratamento 2, evitando a exposi¢cdo ao contaminante, reduzindo a absorcéo

dos compostos do 6leo diesel e aumentando a sobrevida dos propagulos.

Figura 16: Comparacdo do nivel de desenvolvimento de plantas do Controle 1
(esquerda) e plantas do Tratamento 2 (direita) (A) ap6s 120 dias de experimento. Planta
do Tratamento 2 com folhas (B).

No entanto, pode-se observar na Figura 15 e na Figura 16 que a
germinacdo e o desenvolvimento dos propagulos foram retardados nos
tratamentos, o que pode ser atribuido aos efeitos toxicos do 6leo diesel. Os
efeitos do diesel foram mais proeminentes no Tratamento 3, que apresentou
77,8% de propagulos ndo germinados. CHINDAH et al. (2007) verificaram que
mudas de Rhizophora mangle L. expostas a sedimento contaminado por 6leo cru
tiveram reduc&o no crescimento do caule, no desenvolvimento das folhas, além
de apresentarem clorose. Segundo os autores, as mudas do tratamento

reduziram mais de 50% no crescimento quando comparadas com o controle. Os

37



autores atribuiram os efeitos téxicos observados na planta aos hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos do 6leo cru e ao baixo nivel de nitrogénio dos sedimentos

poluidos por petroleo.

Figura 17: Desenvolvimento de plantas do Tratamento 3 (A) ap6s 120 dias de
experimento. Sistema radicular ramificado da planta do Tratamento 3 (B). Seta

indicando raizes laterais.

O sistema radicular das plantas do Tratamento 3 apresentou maior
ramificacdo do que as plantas do Tratamento 2 (Figura 17), possivelmente em
resposta ao estresse hidrico e ao baixo teor de oxigénio causados pelo 6leo
diesel no sedimento que impermeabilizou as raizes. Em estudos anteriores,
OLIVEIRA et al. (2008) relata a presenga de um sistema radicular mais denso e
ramificado em Schinus terebinthifolius cultivadas em solo contaminado com
petréleo. Os autores sugerem que esta caracteristica morfolégica pode estar
relacionada a um déficit hidrico do solo contaminado. ADAM & DUNCAM (1999)
também verificaram a formagéo de raizes laterais em plantas expostas ao 6leo
diesel.

Segundo VISSER et al. (1997), as raizes tendem a ser mais ramificadas
em situacao de hipdxia, o que aumenta a eficiéncia no transporte de oxigénio e
adgua. De acordo com FERNANDEZ et al. (2011), os compostos de
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hidrocarbonetos podem causar toxicidade a planta, devido aos componentes
volateis presentes na mistura, que podem mover através da membrana das
células produzindo efeitos toxicos, bem como, a sua hidrofobicidade, que podem
dificultar a infiltracdo de agua e de arejamento necessario para o crescimento
das plantas.

A auséncia de elevada ramificagdo no sistema radicular das plantas do
Tratamento 2 pode estar relacionada com a presenca das rizobactérias
CCMICS105 e CCMICS108 protegendo a raiz e, portanto, reduzindo o estresse
hidrico e respiratorio para as plantas.

Sendo assim, infere-se a partir dos dados que a morte das plantas dos
tratamentos foi devido aos efeitos toxicos ocasionados pela alta concentracao
do o6leo diesel (55ug.mL?), acarretando na ineficacia do processo de
fitorremediac&o neste trabalho.

Foram avaliados estatisticamente 0s pesos fresco e seco totais das
plantas. Os resultados mostram que nao houve diferenga significativa na
biomassa fresca e seca entre o controle e os tratamentos (Figura 18), apesar
das plantas do controle apresentarem um maior desenvolvimento do que nos

tfratamentos.

Peso Seco Peso Fresco

17,2A

18 A
14,3 A
9,68 a
8a
6,62 a

Controle 1 Tratamento 2 Tratamento 3

Figura 18: Comparacao entre os pesos seco e fresco das plantas apés 120 dias de

experimento.

Infere-se a partir dos resultados que houve maior absorcao de agua pelas
plantas do controle. O que ja era esperado, visto que a disponibilidade de agua
no sedimento sem contaminacao é mais elevada, devido a sua maior capacidade
de retengdo, quando comparado ao sedimento com 0leo diesel.
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Os valores dos pesos fresco e seco das plantas do Tratamento 2 foram
0s mais elevados, embora as diferencas ndo tenham sido significativas. Acredita-
se que as rizobactérias CCMICS105 e CCMICS108 tenham contribuido para o
aumento da producdo de biomassa. Apesar de haver relatos na literatura da
estimulacdo do crescimento de plantas por componentes do petroleo, como
demonstram os resultados obtidos por PAULA et al. (2007). Os autores
verificaram que o crescimento de Pueraria phaseoloides nao foi afetado pelo
antraceno e que Brachiaria brizantha teve pequeno aumento do crescimento

ocasionado pelo composto.

5.4. Andlise histolégica das plantas

Ao analisar os cortes histoldgicos da regido mediana dos propagulos, de
modo geral, pode-se observar a presenca de espacos intercelulares,
caracteristicos de aerénquima, nas plantas que ndo foram expostas ao

contaminante, Figura 19 (A).

Figura 19: Secc¢édo transversal da regido mediana dos propagulos de Rhizophora
mangle L. evidenciando espacos intercelulares na regido cortical do Controle 1 (A), do
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Tratamento 2 (B) e do Tratamento 3 (C). Seta indicando granulos de amido. Tamanho
da foto 200um.

Apesar da necessidade de realizacdo da mensuracao suficiente para a
analise estatistica, nota-se que ha um aumento dos espacos intercelulares na
regido do cortex das plantas dos tratamentos, Figura 19 (B) e (C), sobretudo nas
plantas do Tratamento 3 onde houve uma maior deformagao celular.

O aumento do aerénquima nos tratamentos pode ser uma adaptagéao da
planta a condicdo de hipoxia causada pelo contato do 6leo diesel com as raizes
e com o sedimento. Pois o aerénquima funciona como uma alternativa de
obtencdo do oxigénio, permitindo que a planta sobreviva em ambientes
deficientes ou desprovidos de oxigénio (DREW et al., 2000). Em seu trabalho,
BONA et al. (2011) relata 0 aumento de espacos intercelulares nas raizes e
folnas de plantas como resposta ao baixo teor de oxigénio resultante da
contaminacdao por 6leo diesel.

Embora neste estudo ndo tenha sido avaliada a concentracdo de etileno,
supfe-se que as alteracdes encontradas na estrutura do aerénquima no cortex
dos tratamentos podem estar relacionadas a alteracédo nas concentracdes deste
horménio. Uma vez que a formacéo das camaras de ar, decorrente da resisténcia
a ambientes adversos, também pode ser atribuida ao etileno (IRFAN et al.,
2010).

5.5. Isolamento das bactérias do sedimento, propagulo e raiz

As analises morfologicas das bactérias isoladas do sedimento indicam a
presenca de 5 colonias com aspectos distintos, conforme Tabela 4. Apesar de
apresentarem colénias com diferentes aspectos, o0s isolados sao

morfologicamente bacilos gram-positivo.

Tabela 4: Isolados bacterianos obtidos a partir dos sedimentos dos controles e

tratamentos apés 120 dias de experimento.

Bactérias Morfologia Aspecto da col6nia
Isolado 1 Bacilo curto Gram- positivo Branca e Cremosa
Isolado 2 Bacilo longo Gram- positivo Transparente e Viscosa
Isolado 3 Bacilo longo Gram- positivo Amarela e Cremosa
Isolado 4 Bacilo longo Gram- positivo Vermelha e Cremosa
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Todos os isolados foram encontrados nos controles e tratamentos, exceto
no Controle 1 em que havia apenas os Isolados 1 e 3. Os demais isolados n&o
foram encontrados no Controle 1, devido a competicdo por nutrientes entre as
bactérias e as plantas. Uma vez que nesse controle todas as plantas
apresentaram um bom desenvolvimento. O Isolado 2 apresentou maior
densidade em detrimento das demais bactérias nos controles e tratamentos. Os
dados morfolégicos desse isolado sdo similares as caracteristicas da cepa
CCMICS108.

Dessa forma, acredita-se que o fato dessa bactéria estar presente em
todos os tratamentos e em quase todos 0s controles seja devido a contaminagao
oriunda da espatula utilizada no momento da manipulacao do sedimento. Infere-
se ainda que os demais isolados sejam provenientes do proprio sedimento e que
nao foram eliminados no processo de autoclavagem, devido ao grande volume
de sedimento que foi autoclavado.

Ao relacionar os dados de hidrocarbonetos do sedimento e das plantas
com os isolados, pode-se inferir que as bactérias autoctones do sedimento
inibiram o crescimento da cepa CCMICS105, que apresenta morfologia bacilo
curto gram-negativo. A CCMICS105, portanto, manteve-se viavel no sedimento
como um todo até dado momento do experimento, onde atuou em consoércio com
a CCMICS108 aumentando a eficacia da degradacdo dos hidrocarbonetos.
Segundo TONINI et al. (2010), consércios tém demonstrado maior eficiéncia do
que culturas puras na degradacdo de poluentes do petréleo devido a
complementariedade metabdlica, que € essencial para a degradacédo de alguns
hidrocarbonetos.

A producdo dos diferentes biossurfactantes pelos géneros Bacillus e
Pseudomonas também aumenta a eficacia da biodegradacéo, pois de acordo
com ZHANG & MILLER (1994), a atrag&o entre células microbianas e diferentes
biossurfactantes pode levar a um aumento da hidrofobicidade das células, que
apresentardo melhor contato com o substrato hidrofébico e, consequentemente,
uma maior biodegradacéo.

Com o objetivo de avaliar a colonizacdo da CCMICS105 e da CCMICS108
nas raizes das plantas foi realizado o isolamento das bactérias (Tabela 5).
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Tabela 5: Isolados bacterianos obtidos a partir das raizes de plantas do Tratamento 2

apods 120 dias de experimento.

Bactérias Morfologia Aspecto da colonia
Isolado 1 Bacilo curto Gram- positivo Branca e Cremosa
Isolado 2 Bacilo longo Gram- positivo Transparente e Viscosa
Isolado 3 Bacilo longo Gram- positivo Amarela e Cremosa
Isolado 4 Bacilo longo Gram- positivo Vermelha e Cremosa
Isolado 5 Bacilo curto Gram- negativo Branca e Cremosa
Isolado 6 Coco Gram- positivo Branca e Cremosa

Todos os isolados presentes no sedimento também foram encontrados
nas raizes. A presenca dos isolados 5 e 6 apenas nas raizes indica que tais
bactérias dependem da interagdo com a planta para a sua sobrevivéncia, sendo
que o Isolado 5 apresenta caracteristicas morfolégicas similares a cepa
CCMICS105. Portanto, acredita-se que a CCMICS105 néo teve seu crescimento
inibido nas raizes, devido a sua interagdo com a planta. DENNIS et al. (2010)
relata que os exsudatos produzidos pelas raizes sao a chave para a estruturacéo
da comunidade microbiana que compde a rizosfera.

Quatro isolados das raizes e todos os isolados do sedimento
apresentaram morfologia caracteristica do género Bacillus. O que corrobora com
os dados de SOUZA et al. (2006) que isolou bactérias da rizosfera de
Rhiozophora mangle L. e Laguncularia racemosa apds vazamento de 6leo. Dos
onze isolados obtidos mais promissores na degradacéo de 6leo, dez pertencia
ao género Bacillus.

Foram encontrados dois isolados no propagulo da planta do Controle 1
(Tabela 6) e dois no propagulo do Tratamento 2 (Tabela 7). O Isolado 8 foi
encontrado apenas no propagulo do Controle 1, o que indica que seja uma

bactéria endofitica.

Tabela 6: Isolados bacterianos obtidos a partir do propagulo do Controle 1 apés 120

dias de experimento.

Bactérias Morfologia Aspecto da col6nia
Isolado 8 Bacilo longo Gram- positivo Branca e Cremosa
Isolado 9 Bacilo curto Gram- negativo Branca e Cremosa
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O Isolado 9 e o Isolado 11 sdo bactérias que apresentam a mesma
morfologia e que estéo presentes no Controle 1 e no Tratamento 2. Dessa forma,
acredita-se que sejam também bactérias endofiticas dos propégulos.

Tabela 7: Isolados bacterianos obtidos a partir do propagulo do Tratamento 2 apds 120

dias de experimento.

Bactérias Morfologia Aspecto da colonia
Isolado 10 Bacilo curto Gram- positivo Branca e Cremosa
Isolado 11 Bacilo curto Gram- negativo Branca e Cremosa

O lIsolado 10 apresenta caracteristicas semelhantes ao Isolado 1, que
esteve presente no sedimento e na raiz, portanto infere-se que essa bactéria
também possui a capacidade de colonizar os tecidos internos da planta. Por
apresentarem caracteristicas similares entre si, acredita-se que os Isolados 8 e
10, assim como o Isolado 1, sejam também pertencentes ao género Bacillus.

Esses dados corroboram com CASTRO et al. (2014) que isolou bactérias
endofiticas das espécies Rhizophora mangle L. e Avicennia nitida. Os resultados
mostram que o género Bacillus foi o mais isolado. Bactérias do género Bacillus
também foram isoladas por RAVIKUMAR et al. (2010). Os autores isolaram
bactérias endofiticas de 11 plantas haléfitas de manguezal, alguns dos isolados

obtidos eram das espécies Bacillus thuringiensis e Bacillus pumilus.

5.6. Microscopia Eletronica de Varredura das raizes

As andlises das raizes por MEV evidenciam que houve colonizacdo
bacteriana das raizes das plantas do Tratamento 2. As bactérias encontradas
sdo morfologicamente cocos, bacilos curtos e longos (Figura 20), ratificando com
os dados obtidos através do isolamento. Sendo que foram encontrados alguns
bacilos esporulando, o que caracteriza uma forma de resisténcia ao ambiente
adverso.

Houve formacéo de biofilme na epiderme das raizes do Tratamento 2,
como evidenciado na Figura 21. Por se tratarem de isolados obtidos de rizosfera
e serem promotoras do crescimento de plantas, acredita-se que as linhagens
CCMICS105 e CCMICS108 possuam a capacidade de formar biofilmes ao

colonizarem as raizes.
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Spm

Figura 20: Imagem de Microscopia Eletronica de Varredura evidenciando a colonizagao

da epiderme de raizes do Tratamento 2. A seta indica a presenga de bacilo esporulando.

Fiocruz

Figura 21: Imagem de Microscopia Eletrénica de Varredura da formag&o de biofilme na

epiderme da raiz do Tratamento 2.

Acredita-se que a formacgéo do biofilme por essas linhagens seria uma
forma de resisténcia as condigcbes adversas do ambiente causadas pela
contaminagcdo, o que pode ter ocasionado 0 aumento da degradacdo dos
hidrocarbonetos neste tratamento. Uma vez que 0S micro-organismos
produtores de biossurfactante formam biofilme denso na interface 6leo-agua
consumindo o hidrocarboneto emulsionado MORTON & SURMAN (1994).

De acordo com DANHORN & FUQUA (2007), os biofilmes aumentam a
resisténcia a certas pressdes ambientais. SA et al. (2014) verificou a formacao
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de biofilme por Bacillus subtilis isolados de Rhizophora mangle L. cultivados em
diferentes salinidades. Segundo os autores, a formagdo do biofilme foi
significativamente aumentada em resposta a elevadas salinidades. UDE et al.
(2006) relata 76% de producao de biofilme por isolados de Pseudomonas.

Foram encontradas bactérias nos tecidos mais internos da raiz do
Tratamento 2 (Figura 22), evidenciando que algumas bactérias também séo
endofiticas.

X2,200 10pm = y L B K2 .- o

Figura 22: Imagem de Microscopia Eletronica de Varredura de tecidos internos da

raiz do Tratamento 2 evidenciando a colonizag&o por bactérias.

As raizes do controle ndo apresentaram colonizacao por bactérias (Figura
23). Acredita-se que as bactérias presentes no sedimento do Controle 1 ndo

possuem capacidade de colonizar as raizes.

Sum*

Figura 23: Imagem de Microscopia Eletronica de Varredura da epiderme da raiz do

Controle 1 evidenciando a auséncia de colonizacao por bactérias.
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As analises de MEV revelaram obstrucdo no cilindro central e no cértex
das raizes do Tratamento 2, o que néo foi observado nas raizes do Controle 1
(Figura 24). A Figura 24 (A) mostra um macico de células em que néo € possivel
distinguir o periciclo das células do parénquima medular, além da obstrucdo dos
vasos e do parénquima cortical. No entanto, na Figura 24 (B) observa-se que as
células do cortex estdo desobstruidas, assim como o cilindro central e seus
elementos de vaso, Figura 24 (C), apresentando limen evidente do xilema

préximo ao periciclo.

X65 Fiocruz X70 Fiocruz

X700 20pum Fiocruz

Figura 24: Imagem de Microscopia Eletronica de Varredura evidenciando a obstrucao
da regido do cértex e cilindro central da raiz do Tratamento 2 (A). Cortex e cilindro central

do Controle 1 sem obstrucéo (B). Detalhe do xilema do Controle 1 desobstruido (C).

Supdbe-se que o colapso das células do cilindro central e do cértex tenha
sido ocasionado pela deposicdo de componentes do Oleo diesel, corroborando
com os dados de hidrocarbonetos, germinacéo e histologia dos propagulos.
Estudos indicam a ocorréncia de modificacdes anatdmicas nas raizes de plantas
submetidas ao contato com petréleo. FARIAS et al. (2009) observou aumento

dos espacos intercelulares, alem da compactacéo das células do cértex radicial
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de plantas cultivadas em solo contaminado por petroleo. Apesar de haver
registros na literatura do aumento de aerénquima nas raizes de plantas
submetidas a tratamento com petroleo e/ou derivados, o mesmo nao foi

observado na Figura 24 (A).
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6. CONCLUSOES

Houve reduc&o nos percentuais de n-Alcanos C9-C11 no Tratamento 1 e no
Tratamento 2, nos quais houve inoculacdo das linhagens CCMICS105 e
CCMICS108. O percentual encontrado no Tratamento 3 para essas cadeias
indica que a Rhizohpora mangle L. nédo foi eficaz na fitorremediacdo desses
compostos.

C15, C17 e C25, foram detectados em maiores percentuais nos Tratamentos
1 e 2 do que no Tratamento 3, sugerindo que houve biodisponibilizacdo das
cadeias devido a producdo de biossurfactantes por CCMICS105 e
CCMICS108.

Rhizophora mangle L. e as linhagens CCMICS105 e CCMICS108 nao foram
eficazes na degradacéo da fracdo intermediaria e pesada (C14-C35).

As maiores reducgdes nos niveis do naftaleno ocorreram no Tratamento 1 e
no Tratamento 2, devido a a¢éo das linhagens inoculadas.

CCMICS105 e CCMICS108 atuaram somente na degradacao das fracbes de
baixo peso molecular dos HPAs.

A Rhizophora mangle L. néo foi eficaz na degradacédo desses compostos de
baixo peso molecular.

As plantas do Tratamento 2 absorveram menor percentual de n-alcanos do
que as plantas do Tratamento 3, provavelmente devido a colonizacdo das
raizes por CCMICS105 e CCMICS108, protegendo a raiz e biodegradando
0S compostos.

As linhagens CCMICS105 e CCMICS108 contribuiram na germinacdo e
adaptacao das plantas do Tratamento 2.

Os dados de MEV corroboram com os dados encontrados a partir o
isolamento das raizes do Tratamento 2.

O colapso das células do cilindro central e do cértex do Tratamento 2
possivelmente ocasionado pela deposicédo do 6leo diesel corrobora com os
dados de hidrocarbonetos, germinagao e histologia dos propagulos.
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. ESTUDOS FUTUROS

Avaliar o desempenho das linhagens CCMICS105 e CCMICS108 na

biodegradacéo de hidrocarbonetos em diferentes concentracdes o6leo diesel.

Testar a germinagdo, desenvolvimento e biorremediacdo de Rhizophora
mangle L. cultivada em diferentes concentra¢6es do 6leo diesel.

Realizar cortes histolégicos para avaliar se houve diferencas na disposicao e

no tamanho dos elementos que comp&em a raiz e o caule.

Verificar estatisticamente se ha diferenca no tamanho dos aerénquimas.
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APENDICE A

Curva de aquecimento para as analises dos HPAs
Curva de aquecimento |

Rampa | Temperatura Tempo
(°C/min) (°C) (min)
- 45 1
22 130 0
10 240 1
10 310 3
20 325 4

Massas monitoradas no método SIM
Monitoramento de ions |

Tempo | Razdo massa/carga

Inicio | Fim

3,6 6,5 127;128; 129

6,5 |10,5 151;152;153; 154, 166
105 (12,5 178; 179

12,5 | 16,5 200; 202

16,5 [ 19,5 226; 228

19,5 | 22,5 250; 252

22,5 | 32 276; 277

Curva de aquecimento para as analises dos n-alcanos
Curva de aquecimento |

Rampa | Temperatura Tempo
(°C/min) (°C) (min)
50 2
10 200 0
15 300 0
20 320 9




APENDICE B

Concentracdo, em pg.g?, de n-alcanos nas amostras de sedimento apés 120 dias de

experimento.

n-Alcano DIESEL + DIESEL C1 C2 c3 T1 T2 T3
Sedimento
c9 97.97 22.81 3.16 36.27 23.45 3.99 3.69 39.88
Cc10 137.43 22.36 15.36 119.67 70.07 9.68 8.50 28.91
C11 141.11 26.85 3.17 23.37 12.76 2.07 1.82 84.79
C12 179.62 35.00 1.46 2.28 1.39 1.33 1.28 16.20
C13 244.99 41.74 0.39 4.72 3.26 3.50 8.03 2.58
Ci4 309.66 49.48 4.56 30.02 22.66 46.73 46.37 13.77
C15 373.97 45.94 1.11 79.08 69.74 159.40 105.15 51.34
C16 360.71 53.05 3.50 132.48 115.64 254.57 145.92 103.54
c17 453.24 25.17 0.79 225.25 196.97 416.69 224.03 140.73
Pristano 188.66 45.81 0.28 111.00 125.22 215.19 129.73 187.85
Cc18 361.79 21.54 2.44 210.51 183.54 383.72 198.36 127.96
Fitano 152.43 46.99 0.33 103.94 104.16 201.69 107.49 176.98
C19 332.20 47.81 0.87 202.94 192.34 376.74 194.53 116.27
Cc20 315.00 59.61 2.01 199.15 187.40 376.13 190.77 174.05
c21 295.47 46.93 1.31 186.80 176.67 355.42 178.54 170.71
Cc22 262.22 44,90 1.48 159.78 164.55 327.56 161.65 160.78
c23 267.32 34.89 1.22 141.62 154.43 326.32 151.45 158.95
C24 204.68 32.68 1.56 101.16 114.84 254.81 113.47 136.31
C25 215.96 21.40 4.70 114.64 124.58 269.84 130.25 101.69
C26 156.71 16.81 3.57 77.32 87.23 199.40 94.34 113.24
Cc27 126.93 9.89 4.07 64.04 73.72 168.03 78.36 75.67
C28 83.35 5.96 2.63 41.73 46.24 110.51 50.47 62.10
Cc29 57.91 1.82 11.34 43.50 55.35 109.64 60.53 42.03
C30 31.43 1.41 1.72 14.66 17.75 44.13 20.40 48.39
Cc31 16.51 0.79 1.71 8.79 10.08 24.23 11.62 17.21
Cc32 5.58 0.50 0.58 2.96 3.40 8.85 4.10 9.16
c33 2.23 0.06 0.42 1.35 1.56 3.80 1.81 3.84
C34 1.16 0.17 0.52 0.61 0.73 1.80 0.85 2.15

Obs: Diluicao do diesel - (2L de diesel/ImL de Diclorometano P.A.).
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Cromatograma de ions totais, em pg.g?, de n-alcanos no 6leo diesel (A), Controle 1
(B), Tratamento 1 (C), Tratamento 2 (D) e Tratamento 3 (E) apds 120 dias de

experimento.
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Cromatograma de ions totais, em pg.g?, de n-alcanos dos Controle 2 (F) e Controle 3
(G) ap6s 120 dias de experimento.

Concentracdo, em ug.g?, dos 16 HPAs prioritarios nas amostras de sedimento apés 120
dias de experimento.

HPA DIESEL + DIESEL Cc1 Cc2 c3 T1 T2 T3
Sedimento
Naftaleno 2148.0 2218.07 746.78  2210.67 2258.43 385.36 444.41  1090.49
Acenaftileno 1.93 0.00 2.20 0.00 4.98 1.69 1.79 4.36
Acenafteno 177.91 164.65 27.40 69.37 71.14 57.74 14.64 20.30
Fluoreno 381.48 19.17 173.10 678.28 638.87 315.51 277.94 165.34
Fenantreno 997.56 336.96 172.03 925.51 848.85 767.35 582.89 745.96
Antraceno 166.62 2.58 48.76 263.92  238.64 85.90 52.86 105.52
Fluoranteno 7.87 2.72 50.33 5.44 6.30 13.56 11.31 11.48
Pireno 111.12 31.63 66.19 106.20 100.79 138.11 117.51 15.01
Benzo (a) 39.96 0.22 10.31 67.01 57.64 14.57 13.84 38.83
antraceno
Criseno 112.37 39.55 11.58 82.29 98.12 175.35 158.67 195.79
Benzo (b) 17.55 0.13 2.53 21.06 17.93 18.55 17.51 36.44
fluoranteno
Benzo (K) 13.55 0.07 5.71 11.38 9.20 12.91 13.24 14.37
fluoranteno
Benzo (a) pireno 32.16 0.18 20.22 51.36 44 .34 14.51 14.77 28.11
Indeno (123cd) 10.82 0.11 0.05 16.41 15.49 4.49 5.02 17.72
pireno
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Dibenzo (ah) 18.19 0.16
antraceno
Benzo (ghi) 12.98 0..56
perileno

1.42

7.85

21.85 28.90

20.16 16.63

1.46

9.01

0.76

8.14

9.37

24.89

Concentracdo, em pg.g?, de n-Alcanos nas plantas do Controle 1 e dos Tratamentos 1

e 2 apos 120 dias de experimento.

n-Alcano C1 T2 T3
c9 43.02 18.51 22.07
C10 128.87 53.71 64.38
C11 24.97 10.54 13.07
C12 2.27 1.15 2.49
C13 2.31 1.20 3.44
ci14 5.63 3.05 7.87
C15 6.34 3.04 9.72
Cle 6.20 3.77 12.75
Cc17 1.75 2.20 12.22
Pristano 0.61 1.10 6.80
C18 3.52 4.16 14.75
Fitano 0.79 1.61 7.04
C19 1.63 6.67 18.56
C20 2.36 12.52 32.34
c21 1.42 17.04 45.50
C22 1.49 19.73 56.17
C23 1.33 20.13 57.22
c24 1.21 17.37 49.73
C25 2.33 23.84 59.47
C26 1.60 15.61 42.52
Cc27 5.66 17.87 36.54
Cc28 1.03 8.83 22.43
C29 9.15 13.46 27.13
Cc30 0.85 3.66 9.90
Cc31 1.67 3.32 6.53
C32 0.23 1.09 2.47
Cc33 0.69 0.64 1.43
Cc34 0.86 0.56 1.20
Cc35 1.76 0.35 0.60
C36 1.61 0.77 1.21

Concentracdo, em pg.g?, de HPA nas plantas do Controle 1 e dos Tratamentos 1 e 2

apo6s 120 dias de experimento.

HPA c1 T2 T3
Naftaleno 2240.99 503.53 513.96
Acenaftileno 4.84 2.02 1.05
Acenafteno 67.50 18.43 15.89
Fluoreno 500.28 82.07 80.14
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Fenantreno
Antraceno
Fluoranteno
Pireno
Benzo (a) antraceno
Criseno
Benzo (b) fluoranteno
Benzo (K) fluoranteno
Benzo (a) pireno
Indeno (123cd) pireno
Dibenzo (ah) antraceno

Benzo (ghi) perileno

926.79
316.27
2.71
13.18
101.26
49.41
3541
26.23
82.47
26.25
14.66
32.84

163.91
40.37
1.94
3.72
19.93
55.51
10.12
6.23
22.68
9.45
2.45
10.56

175.91
40.87
2.16
5.73
19.03
58.90
10.31
2.22
21.99
8.63
3.74

9.77

70



APENDICE C

Peso fresco das plantas do Controle 1 ap6és 120 dias de experimento

Raiz (g) Parte aérea (g)
0.92 10.2
1.71 16.2
1.02 13.65
1.37 15.61
2.06 22.76
1.59 16.61

Peso fresco das plantas do Tratamento 2 apos 120 dias de experimento

Raiz (g) Parte aérea (g)
0.62 12.82
2.42 29.47
0.33 8.15
0.32 19.81
0.17 18.38
0.35 15.35

Peso fresco das plantas do Tratamento 3 apos 120 dias de experimento

Raiz (g) Parte aérea (g)
1.75 22.11
0.74 14.42

- 13.33

- 19.69

- 12.37
- 4.37

Peso seco das plantas do Controle 1 apés 120 dias de experimento

Raiz (g) Caule (g)
0.44 3.8
0.57 6
0.44 4.96
0.57 6.38
0.78 8.32
0.68 6.81




Peso seco das plantas do Tratamento 2 apds 120 dias de experimento

Raiz (g) Caule (g)
0.26 6.45
0.87 14.37
0.15 3.63
0.2 11.63
0.13 11.13
0.21 9.08

Peso seco das plantas do Tratamento 3 apds 120 dias de experimento

Raiz (g)

Caule (g)

0.6
0.45

10.51
7.3
8.5

10.7
7.52
3.02
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