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RIOS, Mariana Cruz. Bioprocesso para remediacdo de sedimento de manguezal
contaminado pelo 6leo da Bacia de Campos. 75f. il. 2017. Dissertacdo (Mestrado em
Geoquimica: Petrdleo e Meio Ambiente) — Instituto de Geociéncias, Universidade Federal da
Bahia, Salvador, 2017.

RESUMO

Grandes quantidades de petréleo sdo lancadas acidentalmente no ambiente marinho
anualmente, colocando em risco todo um ecossistema associado ao ambiente afetado. Se
esse 6leo alcancar locais mais sensiveis da costa, como € o caso dos manguezais, pode
acarretar em grandes perdas ecoldgicas, econémicas e sociais. Por conta disso, inUmeras
pesquisas sdo necessarias - e vém sendo realizadas - para que seja possivel encontrar
métodos de limpeza que sejam eficazes, de baixo custo e que, ao mesmo tempo, ndo sejam
danosos ao meio ambiente. Como uma forma de contribuir para solucéo deste problema, o
presente trabalho teve por objetivo o desenvolvimento de um bioprocesso de remediacao,
gue consistiu na aplicagdo sequenciada das técnicas de biorremediagdo e de
fitorremediacdo. O experimento para o teste do bioprocesso ocorreu em tanques de vidro,
gue foram monitorados periodicamente a partir de uma avaliacdo dos parametros
biogeoquimicos que afetam a remediacdo. Além disso, foi realizada a quantificacdo de
bactérias presentes no sedimento do sistema, bem como foi avaliada a resposta morfolégica
da espécie de mangue Rhizophora mangle na presenc¢a de um sedimento contaminado por
petréleo. Cerca de 70% do total de HTPs adicionados ao sedimento do experimento foi
removido a partir do bioprocesso e uma média de 81% dos HPAs foram degradados. Esses
resultados indicam que o bioprocesso €, de fato, uma tecnologia eficiente na remediacao de
sedimentos de manguezal contaminados por petroleo. A espécie Rhizophora mangle
mostrou-se tolerante ao Oleo presente no sedimento. Porém a quantificacdo das bactérias
presentes no sedimento néo foi conclusiva, mas ndo podendo excluir a contribuicdo destes
microrganismos na degradacdo do Oleo adicionado ao sedimento. O Nucleo de Estudos
Ambientais (NEA) forneceu toda a infraestrutura necessaria para o desenvolvimento do
experimento.

Palavras-Chave: biorremediacao, fitorremediacao, petréleo, sedimento e manguezais.



RIOS, Mariana Cruz. Bioprocesso para remediacdo de sedimento de manguezal
contaminado pelo 6leo da Bacia de Campos. 75f. il. 2017. Dissertacdo (Mestrado em
Geoquimica: Petrdleo e Meio Ambiente) — Instituto de Geociéncias, Universidade Federal da
Bahia, Salvador, 2017.

ABSTRACT

Large amounts of oil are accidentally dumped into the marine environment annually, putting
an entire ecosystem related to the affected environment in risk. If this oil reaches more
sensitive places on the coast, like mangroves, it can lead to great ecological, economic and
social losses. Because of this, numerous researches are needed - and have been carried out
- so that cleaning methods can be found. This new methods must be effective and low cost
and at the same time not harmful to the environment. As a way to contribute to the solution of
this problem, the present work aimed the development of a bioprocess remediation, which
consists in the sequenced application of bioremediation and phytoremediation techniques.
The experiment to test the bioprocess occurred in glass tanks, which was monitored
periodically to evaluate of the biogeochemical parameters that affect the remediation. In
addition, the quantification of bacteria present in the sediment of the system was carried out,
as well as the morphological response of the Rhizophora mangle mangrove species in the
presence of sediment contaminated by oil. About 70% of the total TPHs added to the
sediment was removed through the bioprocess and an average of 81% of the PAHs was
degraded. These results indicate that the bioprocess is, in fact, an efficient technology for
remediation of oil-contaminated mangrove sediments. Rhizophora mangle was tolerant to the
oil present in the sediment. However the quantification of the bacteria present in the
sediment was not conclusive, but could not exclude the contribution of these microorganisms
in the degradation of the oil added to the sediment. The Center for Environmental Studies
(NEA) provided the entire infrastructure for the development of the experiment.

Key word: bioremediation, phytoremediation, oil, sediment and mangrove.
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1 INTRODUCAO

O petréleo é a principal fonte de energia mundial, cujos processos referentes ao
mesmo geralmente envolvem o ambiente marinho. Por conta disso, h4 uma maior
probabilidade de acidentes ocorrendo no mar, tais como derramamentos de 6leo dos navios
petroleiros, acidentes em plataformas, exploséo de poco durante a exploracéo e langamento
pontual de 6leo por algum oleoduto (ITOPF, 2017). Esses acidentes podem levar a grandes
prejuizos ecoldgicos, sociais e econémicos. Por conta desse cenario, muitas pesquisas tém
sido realizadas no intuito de desenvolver técnicas de remediacdo que sejam ao mesmo
tempo eficazes e que ndo tragam danos secundarios ao meio ambiente (CARVALHO, 2003;
SUN et al., 2010).

Os processos bioldgicos, denominados de biorremediacdo, tém se destacado ao
longo dos ultimos anos como uma solucdo efetiva para limpeza de ambientes que foram
contaminados pelos produtos do petréleo. Esses métodos sao favorecidos por serem de
baixo custo e de fécil aplicacdo em grande escala e consistem basicamente em um
processo natural onde os organismos degradam os contaminantes ambientais em formas
menos toxicas. Além disso, se aplicados de maneira correta, os métodos de biorremediagéo
nao vao alterar o equilibrio dos ecossistemas (YEUNG et al., 1997; VIDALI, 2001;
AZUBUIKE et al., 2016).

Inserida no contexto da biorremediagéo, a fitorremediagdo € uma técnica que tem
sido também muito estudada para possivel utilizagdo na descontaminacdo de areas
contaminadas por petroleo. Ela é definida como a aplicacdo de sistemas vegetais (arvores,
arbustos, plantas rasteiras e aquaticas) e de sua microbiota, com fim de remover, degradar,
mitigar ou isolar substancias téxicas do ambiente (PLETSCH et al., 2004; AZUBUIKE et al.,
2016).

Tendo em vista que nenhuma tecnologia de remediacéo é apropriada para todos os
tipos de contaminantes e que cada ambiente impactado possui caracteristicas especificas,
na maioria das vezes, mais do que um método de limpeza deve ser utilizado para tratar
eficazmente o local contaminado (TRUU, 2015).

Desta forma, alguns pesquisadores comecaram a estudar a possibilidade da
aplicacdo simultanea dos métodos de fitorremediacdo e biorremediacao para a limpeza de
ambientes de manguezal contaminados, ja que estes métodos tém sido reconhecidos como
sendo menos invasivos e tém se mostrado ferramentas eficientes para o tratamento de
ambientes contaminados por petréleo (HUANG et al.,, 2004; GREENBERG, 2006; TAM,;
WONG, 2008; WANG et al., 2014; CHEN et al., 2016).

Os pesquisadores acreditam que, se essas duas técnicas forem aplicadas de forma

sequenciada, sera possivel potencializar as capacidades degradativas com relacdo as



diferentes concentracdes e composicdes do petrdleo, ja que os microrganismos tém mais
facilidade em degradar os compostos mais leves do petréleo e as espécies vegetais
conseguem degradar as fracdes mais pesadas e recalcitrantes (HUANG et al., 2004; CHEN
et al., 2016; CAl et al., 2016).

1.1 JUSTIFICATIVA

Por conta do ecossistema de manguezal ser extremamente sensivel a contaminagao
por petréleo e por ele esta distribuido em boa parte do litoral brasileiro, faz-se necessério
constantes pesquisas por técnicas de remediacdo que, ao serem aplicadas, ndo alterem, de
forma significativa, o equilibrio deste ambiente. Desta forma, esse trabalho é importante,
pois promoveu o desenvolvimento de uma tecnologia que consiste na aplicacdo
sequenciada dos métodos de biorremediacéo e fitorremediagdo (o qual foi dado o nome de
bioprocesso) com o intuito de gerar um produto tecnolégico eficiente, economicamente
viavel e de facil aplicacdo em areas de manguezal impactadas por atividades petroliferas. O
bioprocesso pode ser uma alternativa as técnicas classicas de remediacdo, que, na maioria
das vezes, ndo sao indicadas para aplicacdo no manguezal, j& que os danos secundarios

causados por elas podem ser maiores do que a contaminacdo em si.



2 OBJETIVOS

Esse topico esta dividido em objetivo geral e objetivos especificos.

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o sistema de remediacdo, desenvolvido a partir do uso de biotecnologias
(biorremediacdo e fitorremediacdo), a fim de recuperar sedimentos de manguezal

impactados pelo 6leo proveniente da bacia de Campos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

i. Monitorar o crescimento de microrganismos presentes no sedimento de manguezal
e na rizosfera da espécie de mangue selecionada;

ii. realizar um biomonitoramento, avaliando a resposta morfolégica da espécie de
mangue Rhizophora mangle na presenca de sedimento de manguezal contaminado por
petréleo;

iii. verificar a eficiéncia do sistema de remedicao proposto na degradacao do petroleo
presente no sedimento de manguezal coletado na por¢éo nordeste da Baia de Todos os
Santos, a partir da determinacdo de hidrocarbonetos totais de petrdleo e hidrocarbonetos

policiclicos aromaticos.
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3 MATERIAIS E METODOS

O trabalho de campo foi realizado no dia 08 de agosto de 2016. A estacdo de
amostragem escolhida para a coleta de sedimento e agua possui coordenadas de 12° 44’
26,0” (S) e 38° 31’ 53,9” (W), e localiza-se as margens do rio Sao Paulo, na por¢géo nordeste
da BTS. A principal via de acesso a regido, a partir de Salvador, é através da BR 324,
proximo a Refinaria Landulfo Alves de Mataripe (RLAM). A amostragem foi realizada neste
ponto pelo fato de ele ser considerado uma area livre de contaminagdo por petroleo (LIMA,
2010; MOREIRA, 2011; SILVA, 2016). A coleta de sedimento foi feita na baixa-mar, na parte
do manguezal mais préxima as zonas marginais, em locais geralmente inundaveis. As
amostras foram coletadas com auxilio de um testemunhador, que consta de um tubo de aco
inoxidavel de 10 cm de didmetro e capacidade para coletar testemunhos de até 30 cm.
Estas amostras foram armazenadas em recipientes de aluminio previamente
descontaminados e foram acondicionadas em caixas de isopor até a chegada ao Nucleo de
Estudos Ambientais (NEA). Noventa recipientes de aluminio foram utilizados na coleta, o
que contabilizou, aproximadamente, 90 kg de sedimento coletado para utilizagdo no sistema
de remediacdo proposto.

As amostras de agua foram armazenadas em galdes, previamente descontaminados,
com capacidade de 20 L. Foram coletados 10 galdes, totalizando 200 L de agua estuarina
coletada. As amostras de agua também foram acondicionadas em caixas de isopor com
gelo até a montagem do experimento, que aconteceu no dia posterior ao da coleta.

Os parametros fisico-quimicos (pH, Eh, salinidade, oxigénio dissolvido) foram
mensurados in situ com uma sonda multiparametro da marca Horiba, modelo D-54.

O sistema de remediacado foi montado no laboratério de experimentos do Nucleo de
Estudos Ambientais no dia 09 de agosto de 2016. Ele foi constituido por seis tanques de
vidro, dos quais trés representam um ambiente livre de contaminacao por petréleo (unidades
controles) e trés representam um ambiente contaminado por petréleo (unidades
contaminadas).

Em cada um desses tanques foi simulada a subida e a descida da maré através de
um sistema montado com bombas, canos, torneiras e um timer que ligava e desligava as
bombas de acordo com a maré programada. Quando a maré atingia o pico da maré baixa, a
bomba ligava, fazendo com que a dgua, que se encontrava armazenada em um galao de 20
L, subisse por um cano, inundando das cubetas, e desta forma, simulando a maré alta.
Quando a maré atingia o pico da maré alta, a bomba desligava, e a 4&gua comecava a
descer por outro cano, pela acdo da gravidade, voltando a ser armazenada nos galdes de

20 L, e desta forma, simulando a maré baixa.
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Dentro dos tanques foram colocadas seis cubetas de vidro revestidas com tecido,
para que o sedimento depositado em cada uma dessas cubetas fosse percolado pela dgua
quando a maré subisse e descesse. Em todas as cubetas foram adicionados
aproximadamente 2,3 kg de sedimento de manguezal. Nas unidades contaminadas, também
foi adicionado 6leo proveniente da Bacia de Campos, cuja densidade é de 0,881423 g.cm.
A massa de 6leo que foi adicionada as cubetas das unidades contaminadas foi de 1% do

total da massa de sedimento de cada cubeta. Usando a relagcdo v=% (v=volume,

m=massa, d=densidade), foi possivel determinar o volume de O6leo que deveria ser
adicionado, que foi medido em uma proveta.

O sistema de remediacéo foi dividido em duas etapas. A primeira etapa diz respeito a
biorremediacdo, onde foi feita uma avaliacdo de como as comunidades de microrganismos
presentes no sedimento de manguezal coletado se comportaram na presenca de 6leo e qual
a contribuicdo dessa atenuagdo natural nas taxas de degradacdo do 6leo. A primeira etapa
teve duracao de 90 dias.

A segunda etapa ocorreu uma semana apés o fim da primeira etapa e consistiu na
adicdo de mudas de mangue da espécie Rhizophora mangle, tanto nas unidades controles
quanto nas unidades contaminadas. A segunda etapa também teve duracdo de 90 dias, o
que totalizou 180 dias de experimento para avaliar a eficiéncia do bioprocesso na
remediagéo do sedimento de manguezal contaminado por petréleo.

As mudas utilizadas na etapa da fitorremediacédo foram cedidas pela ONG Vové do
Mangue, localizada na cidade de Maragogipe/BA. Essas mudas vieram para o laboratério
com aproximadamente trés meses de idade e chegaram um més antes do inicio da segunda
etapa, para que elas pudessem se aclimatar ao novo ambiente. Segundo as informacdes da
ONG, as mudas foram cultivadas em sedimento de praia e de manguezal e foram regadas
com agua da torneira a cada dois dias, metodologia que foi repetida com a chegada das
mudas ao laboratdrio, até que elas fossem replantadas nas cubetas do experimento.

Durante todo o experimento foi feito o monitoramento dos parametros fisico-
quimicos, utilizando a sonda multiparametros da marca Horiba, modelo D-54, para que se
pudesse ter um controle dos parametros que influenciam o desenvolvimento tanto dos
microrganismos quanto das espécies vegetais.

Em intervalos periddicos, foram realizadas coletas de sedimento e de agua para que
fosse feito o monitoramento biogeoquimico e microbiolégico e também fosse realizada a
avaliacdo da resposta morfoldgica das plantas na presenca do 6leo, para o caso da segunda
etapa. Na primeira etapa, a coleta de sedimento foi feita a partir da homogeneizacdo de todo

o sedimento presente em cada tanque de vidro. Na segunda etapa, em cada tempo de



12

coleta foi retirada uma das cubetas de cada tanque e a coleta de sedimento foi realizada a
partir da homogeneizacado do sedimento desta cubeta.

Os residuos que foram gerados ao longo do experimento foram separados em
recipientes identificados como controle ou contaminado. Os residuos do controle foram
descartados em lixo comum ou na pia. Os residuos soélidos do contaminado foram
encaminhados para incineragdo na Central de Tratamento de Efluentes Liquidos (CETREL).
E a 4gua contaminada foi filtrada com I& de vidro e carvao ativado, para que fossem retidos
0S possiveis compostos organicos, e, por fim, foi descartada na rede de esgoto. Os residuos
gerados nas analises geoquimicas e microbiolégicas foram tratados e descartados de
acordo com protocolos presentes no laboratorio, especificos para cada analise.
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4 EFICIENCIA DO BIOPROCESSO NA REMEDIACAO DE SEDIMENTO DE
MANGUEZAL CONTAMINADO PELO OLEO DA BACIA DE CAMPOS

RESUMO

Grandes quantidades de petréleo sdo lancadas acidentalmente no ambiente marinho
anualmente, colocando em risco todo um ecossistema associado ao ambiente afetado. Se
esse 6leo alcancar locais mais sensiveis da costa, como € o0 caso dos manguezais, pode
acarretar em grandes perdas ecoldgicas, econémicas e sociais. Por conta disso, inidmeras
pesquisas sdo necessarias - e vém sendo realizadas - para que seja possivel encontrar
métodos de limpeza que sejam eficazes, de baixo custo e que, a0 mesmo tempo, hdo sejam
danosos ao meio ambiente. Como uma forma de contribuir para solucdo deste problema, o
presente trabalho teve por objetivo o desenvolvimento de um bioprocesso de remediacao,
gue consistiu na aplicacdo sequenciada das técnicas de biorremediacdo e de
fitorremediacdo. O experimento para o teste do bioprocesso ocorreu em tanques de vidro,
que foram monitorados periodicamente a partir de uma avaliacdo dos parametros
biogeoquimicos que afetam a remediacdo. Além disso, foi realizada a quantificagdo de
bactérias presentes no sedimento do sistema, bem como foi avaliada a resposta morfolégica
da espécie de mangue Rhizophora mangle na presenca de um sedimento contaminado por
petréleo. Cerca de 70% do total de HTPs adicionados ao sedimento do experimento foi
removido a partir do bioprocesso e uma média de 81% dos HPAs foram degradados. Esses
resultados indicam que o bioprocesso €, de fato, uma tecnologia eficiente na remediacao de
sedimentos de manguezal contaminados por petroleo. A espécie Rhizophora mangle
mostrou-se tolerante ao Oleo presente no sedimento. Porém a quantificagdo das bactérias
presentes no sedimento néo foi conclusiva, mas ndo podendo excluir a contribuicdo destes
microrganismos na degradacédo do Oleo adicionado ao sedimento. O Nucleo de Estudos
Ambientais (NEA) forneceu toda a infraestrutura necessaria para o desenvolvimento do
experimento.

Palavras-Chave: biorremediacao, fitorremediacéo, petréleo, sedimento e manguezais.

ABSTRACT

Large amounts of oil are accidentally dumped into the marine environment annually, putting
an entire ecosystem related to the affected environment in risk. If this oil reaches more
sensitive places on the coast, like mangroves, it can lead to great ecological, economic and
social losses. Because of this, numerous researches are needed - and have been carried out
- so that cleaning methods can be found. This new methods must be effective and low cost
and at the same time not harmful to the environment. As a way to contribute to the solution of
this problem, the present work aimed the development of a bioprocess remediation, which
consists in the sequenced application of bioremediation and phytoremediation techniques.
The experiment to test the bioprocess occurred in glass tanks, which was monitored
periodically to evaluate of the biogeochemical parameters that affect the remediation. In
addition, the quantification of bacteria present in the sediment of the system was carried out,
as well as the morphological response of the Rhizophora mangle mangrove species in the
presence of sediment contaminated by oil. About 70% of the total TPHs added to the
sediment was removed through the bioprocess and an average of 81% of the PAHs was
degraded. These results indicate that the bioprocess is, in fact, an efficient technology for
remediation of oil-contaminated mangrove sediments. Rhizophora mangle was tolerant to the
oil present in the sediment. However the quantification of the bacteria present in the
sediment was not conclusive, but could not exclude the contribution of these microorganisms
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in the degradation of the oil added to the sediment. The Center for Environmental Studies
(NEA) provided the entire infrastructure for the development of the experiment.

Key word: bioremediation, phytoremediation, oil, sediment and mangrove.

4.1 INTRODUCAO

Apesar de alguns esforcos na utilizagéo de fontes de energias limpas e renovaveis, o
petréleo ainda € visto como a principal matriz energética mundial. Essa viséo traz grandes
riscos ao meio ambiente, principalmente o marinho, pois podem ocorrer acidentes com o
petréleo desde o processo de extracdo até o transporte, passando pelo processo de
producdo e pelo de refino. A etapa do transporte € onde ocorrem o0os maiores danos, por
conta de vazamentos de oleodutos e navios petroleiros (CETESB, 2005; KANJILAL, 2015;
ITOPF, 2017).

O petréleo € composto, em sua maior parte, por hidrocarbonetos em quantidades
variaveis e a parte restante composta por substancias mais sollveis e tdxicas (ndo-
hidrocarbonetos), variando a composicao de acordo com o tipo de 6leo (OVERSTREET;
GALT, 1995; MCCARTHY et al.,, 2011). Ele é dividido em quatro fracdes: alifaticos,
aromaticos, resinas e asfaltenos. A fracdo dos compostos alifaticos inclui os alcanos,
alcenos e cicloalcanos. A fracao dos compostos aromaticos compreende os hidrocarbonetos
mono aromaticos volateis e os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs). J& as resinas
e os asfaltenos séo constituidos por moléculas polares contendo nitrogénio, enxofre e
oxigénio (BALBA et al., 1998; DOUGLAS et al., 2002; PRINCE; CLARK, 2004; FAKSNESS;
BRANDVIK, 2008; REYES, 2015).

As caracteristicas quimicas do petroleo envolvem sua estrutura e composi¢do. Os
compostos organicos do petroleo sdo geralmente substancias apolares devido a pouca
diferenca na eletronegatividade do hidrogénio e do carbono. Por conta destas caracteristicas
apolares, a grande parte dos hidrocarbonetos é hidrofébica, ou seja, ndo possui afinidade
com a agua, diminuindo sua capacidade de solubilizacdo neste solvente (SILVA, 2002;
SANTOS et al., 2005). Desta forma, esses compostos quimicos, quando s&o lan¢cados no
ambiente aquatico, tendem a se acumular nos sedimentos (principalmente aqueles com
grandes quantidades de matéria organica) e nos organismos, aumentando a persisténcia e o
impacto gerados por esses compostos (BENTO, 2005; OUVRARD et al., 2014; REN et al,
2017).

Para a avaliagdo do grau de contaminagdo de um determinado ambiente, as andlises
prioritarias a serem realizadas sdo as de hidrocarbonetos totais de petréleo (HTPs) e
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs). HTP é a mistura complexa de

hidrocarbonetos que constituem o petréleo cru. Devido a predominancia de hidrocarbonetos
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no petréleo, eles sdo os compostos utilizados como indicadores deste tipo de poluicdo. No
entanto, deve-se ressaltar que os hidrocarbonetos ndo existem apenas no petréleo, eles
também ocorrem naturalmente como produtos de biossintese das plantas e animais
(COIMBRA, 2006). Inseridos nos HTPs, os HPAs sdo os compostos constituidos por dois ou
mais anéis aromaticos condensados, e que sédo estudados por conta do seu potencial toxico,
com efeitos carcinogénicos e mutagénicos e por apresentarem persisténcia no meio (IARC,
2010; SONG et al., 2012; FLORES-SERRANO et al., 2014).

A contaminagdo por derramamento de 6leo é mundialmente reconhecida como uma
ameaca a zona costeira por causar grave desequilibrio quimico e biolégico. Os
ecossistemas costeiros possuem grande riqueza biologica e elevada complexidade tréfica,
onde eles interagem entre si através de transferéncia de energia, nutrientes, migracao de
espécies e através do ciclo reprodutivo de espécies que podem ocorrer em diferentes
ecossistemas ao longo da vida. Desta forma, qualquer mudanga na dindmica desses
ambientes pode causar grandes perdas na diversidade local.

As regifes da costa mais sensiveis ao 6leo — ndo s6 biologicamente, mas também
socialmente — sd0 0s manguezais. Essa caracteristica € por conta destes serem ambientes
de baixa energia, o que dificulta a remog¢&do natural do contaminante; por possuirem um
substrato saturando por agua, limitando a penetracdo do oleo, fazendo com que haja a
cobertura direta, e consequentemente, asfixia e/ou intoxicagdo da vegetagdo e de
organismos bentbnicos. Outro aspecto é o fato de possuirem substrato mole e estarem
geralmente localizados em regides de dificil acesso, dificultando a remocéo do contaminante
(MMA, 2007).

Assim que o0 O6leo é lancado em ecossistemas aquaticos, ele sofre grandes
modificagbes em sua composi¢cdo por conta de processos naturais fisicos, quimicos e
biol6gicos, que vao determinar a velocidade de degradacdo do 6leo e a sua persisténcia no
meio (KHELIFA et al., 2002; WANG et al., 2013; MULABAGAL et al., 2013).

Entre essas modificacbes destaca-se a biodegradacéo, que é um processo onde se
observa a degradacéo do Gleo por bactérias e fungos que estdo naturalmente presentes no
ambiente marinho. A taxa com que a biodegradacdo ocorre esta diretamente ligada a
presenca de nutrientes (principalmente nitrogénio e fésforo) a disponibilidade de oxigénio e
a temperatura do local (DASHTI et al., 2015). Cada microrganismo tende a degradar um
hidrocarboneto especifico (CALIXTO, 2011).

Pensando nesta propriedade intrinseca ao ambiente, métodos biologicos de
remediacdo, também denominados de biorremediacdo, tém se destacado ao longo dos
ultimos anos como uma solugéo efetiva para limpeza de ambientes que foram contaminados

pelos produtos do petréleo. Esses métodos sdo favorecidos por serem de custos baixos e
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de facil aplicagdo em grande escala. Além disso, se aplicados de maneira correta, 0s
métodos de biorremediacdo ndo vao alterar o equilibrio dos ecossistemas (YEUNG et al.,
1997; CALIXTO, 2011; DASHTI et al., 2016).

A Dbiorremediacdo consiste basicamente em um processo natural onde o0s
organismos (bactérias, fungos, plantas) degradam os contaminantes ambientais em formas
menos toéxicas (VIDALI, 2001). O sucesso da biorremediacdo em derramamentos de
petroleo depende da capacidade de estabelecer e manter as condi¢cdes que beneficiam a
maior biodegradagdo do Oleo no ambiente contaminado, através do monitoramento
geoquimico (VENOSA; ZHU, 2006).

Esta técnica parte da premissa de que grande quantidade dos componentes do
petroleo é biodegradavel na natureza, onde os organismos utilizam os hidrocarbonetos
como principal fonte de carbono em seus processos metabdlicos, podendo ocorrer em
condigBes anaerdbicas e aerobicas (ATLAS, 1981; ROSA, 2001; MARIANO, 2006; DASHTI
et al., 2015).

Inserida no contexto da biorremediacéo, a fitorremediag@o consiste na utilizacdo de
sistemas vegetais e sua microbiota associada para remocdo de contaminantes presentes
em algum ambiente (PLETSCH et al., 2004). Entre as vantagens do emprego da
fitorremediagcdo estdo as grandes areas que podem ser recuperadas, o0 baixo custo,
possibilidades de remediar, simultaneamente, aguas contaminadas, solo, subsolo, ar e,
além disso, a fitorremediacdo pode embelezar o ambiente. Porém, o tempo para se obter
resultados satisfatérios pode ser longo, o que configura uma limitacdo da técnica, que deve
ser levada em conta na hora de escolher o método ideal de limpeza. Outro fator limitante é
que a concentracdo do contaminante e a presenca de toxinas devem estar dentro dos
limites de tolerancia da planta usada para ndo comprometer o tratamento (MOREIRA, 2011).

Alguns estudos conseguiram tracar uma relacéo entre a eficiéncia da degradacéo de
um contaminante por microrganismos e a presenca de plantas. Observou-se que a
guantidade de microrganismos presentes na rizosfera de uma planta era uma ordem de
grandeza mais elevada do que 0s microrganismos presentes em sedimentos que nao
estavam associados a uma espécie vegetal. Além disso, observou-se que a rizosfera
continha uma comunidade microbiana mais diversificada, ativa e sinérgica do que outras
comunidades de microrganismos sem associacdo com vegetais e que, por conta disso, as
taxas de degradacdo microbiana de compostos organicos na zona de raiz eram maiores
guando comparadas com as dos outros microrganismos (HUANG et al., 2004; CHAUDHRY
et al., 2005; OUVRARD et. al., 2014; REN, et. al., 2017).
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Os resultados destes estudos sugeriram que a associacdo da vegetacdo com
microrganismos poderia ser uma técnica de limpeza em potencial, que facilitaria a
remediacado bioldgica de depésitos de residuos, aumentando a degradacdo microbiana.

A partir dessas ideias iniciais, as pesquisas comecaram a se aprofundar para
entender como acontecia a interacdo entre as plantas e os microrganismos, que fazia com
que a degradacdo de um contaminante fosse mais rapida. Foi visto que a rizorremediacéo
(também conhecida como rizodegradacdao, fitorremediacdo assistida por microrganismo ou
biorremediacdo da rizosfera) utiliza as interagdes complexas que envolvem as raizes, 0s
exsudatos radiculares, o sedimento da rizosfera e os microrganismos. Essas interagdes
resultam na degradacdo de contaminantes em compostos ndo tdéxicos ou menos toxicos
para o ambiente. As raizes das plantas estimulam as comunidades microbianas da rizosfera
pela aeragdo do sedimento e pela liberacdo de exoenzimas, bem como nutrientes através
exsudato de raiz. Ao mesmo tempo, as raizes das plantas proporcionam uma superficie
para a colonizagdo dos microrganismos e nichos para protegé-las contra dessecacdo e
outros estresses bidticos e abidticos (KUIPER et al., 2004; GEHARDT et al. 2009; TRUU et
al, 2015).

Os microrganismos da rizosfera, por sua vez, promovem o crescimento das plantas,
a fixacdo do nitrogénio, a mobilizagcdo de nutriente, a producdo de reguladores de
crescimento, diminuindo os niveis de hormbnio do estresse na planta, fornecendo uma
maior protecdo contra patdgenos e, por fim, promovem a degradacdo de poluentes antes
que eles afetem negativamente a espécie (CHAUDHRY et al, 2005; SEGURA et al, 2009;
GERHARDT et al. 2009).

A convergéncia das técnicas de fitorremediagcdo e de biorremediacdo tem
possibilitado uma abordagem mais bem-sucedida para a remediacdo de contaminantes,
especialmente compostos organicos. Esse bioprocesso, como alguns pesquisadores tém
chamado atualmente, vem sendo estudado em laboratério, em estufas e em campo
(KUIPER et al, 2004; HUANG et al., 2004; CHAUDHRY et al., 2005; GREENBERG, 2006;
REN, et al., 2017).

Apesar de o bioprocesso ser considerado uma técnica de baixo custo, sustentavel e
favoravel ao meio ambiente, ele, assim como toda técnica de remediacao, possui limitacdes.
O sucesso de sua aplicacdo in situ esta significativamente ligado aos fatores ambientais e
as caracteristicas particulares de cada ecossistema. O teor de matéria organica, a
quantidade de nutrientes, a quantidade de 4gua e a temperatura sdo exemplos de limitantes

a aplicagéo do bioprocesso (OLIVEIRA et al., 2014).
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Outra grande limitacdo € o tempo, considerando que uma fitorremediacdo bem
sucedida é um processo determinado pelo crescimento e pelo ciclo fenolégico da planta
(OLIVEIRA et al., 2014).

Apesar das limitagBes, o bioprocesso tem vantagens inegaveis, e, por conta disso,
um numero maior de pesquisas deve comecar a abordar os aspectos que podem permitir o
aumento da escala de laboratdério para o campo para a aplicacdo dessa técnica.

Outra consideragdo importante € que existem poucos estudos relacionando o
bioprocesso e a sua aplicacdo na remediacdo de ambientes de manguezais contaminados
por petroleo. A pouca quantidade de estudos realizados nesse ambiente € compreensivel
pelo fato de o manguezal ser um ambiente bastante dindmico, com muitas variaveis
ambientais que podem dificultar o trabalho. Porém, este é um ambiente extremamente
sensivel e possui uma grande importancia ecoldgica, econémica e social e, por conta disso,
se faz necessario constantes pesquisas que visem a preservacdo desses ambientes e,
guando ele ja estiverem impactados, estudos que desenvolvam téchicas para mitigar ou

remediar a contaminacgdo desses ecossistemas.

4.2 MATERIAIS E METODOS

A metodologia empregada durante as etapas de campo e de laboratério esta descrita

a seguir.

4.2.1 Area de estudo

A Baia de Todos os Santos (BTS) é uma reentrancia costeira, localizada entre as
coordenadas 12°39'40”S — 13°S de latitude e 38°30’ W — 38°43'30"W de longitude. Possui
uma area de 1.233 km?, fazendo com que ela seja a segunda maior baia do Brasil (HATJE;
ANDRADE, 2009). Historicamente, a BTS possui destaque por ter sido o local para as
primeiras atividades petroliferas no Brasil, que tiveram inicio no ano de 1939, quando o
petréleo foi descoberto no suburbio ferroviario do Lobato, em Salvador (BAHIA, 2004).

A baia abriga diversos tipos de ecossistemas, porém €é rodeada por inUmeras
atividades industriais, principalmente nos ramos petroliferos e petroquimicos, desenvolvidas,
majoritariamente, pelo Centro Industrial de Aratu (CIA), pela Refinaria Landulpho Alves de
Mataripe (RLAM) e pelo Estaleiro do Paraguagu. Apesar de contribuirem para o
desenvolvimento econdmico da regido, essas atividades colaboram para a degradacéo do
meio ambiente adjacente (QUEIROZ; CELINO, 2008; HATJE; ANDRADE, 2009; MILAZZO,
2011).
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Na porcao interna superior da BTS, entre os municipios de S&o Francisco do Conde
e Candeias e ao lado da RLAM, encontra-se o estuario do Rio Sdo Paulo. A nascente deste
rio localiza-se no municipio de Candeias e ele desdgua ao lado do distrito de Passé. O Rio
Sédo Paulo possui uma extensdo total de 17 km, uma bacia de drenagem de 37 km? e uma
vazdo média de 0,3 m® s'. Boa parte do seu curso médio apresenta florestas de
manguezais. A regido apresenta clima umido, temperatura média anual de 25°C, e possui
precipitagdo média anual entre 1.750 e 1.800 mm (BAHIA, 2004; HATJE; ANDRADE, 2009).

A BTS é conhecida por possuir uma grande quantidade de manguezais. Os
manguezais sao ecossistemas muito ricos em termos de biodiversidade, porém sao
extremamente sensiveis a qualquer fator exdgeno. Na bacia do Rio S&o Paulo existe uma
grande quantidade de pocgos de petréleo, com registro histérico de incidentes do tipo blow-
out (explosdo de pogos), ocasionando a contaminagcdo por O6leo cru (petréleo) aos
ecossistemas, onde o manguezal ocupa um papel de destaque (BAHIA, 2002; JESUS,
2011). Por ser uma regido protegida da agéo das ondas e por possuir uma predominancia
de sedimentos de granulometria da fracdo argila, o estuario do Rio Sdo Paulo sofre por
conta do acumulo de poluentes organicos (QUEIROZ; CELINO, 2008). Por tanto, a regido
da BTS, especialmente o estuario do Rio S&o Paulo, torna-se um local prioritario para o
desenvolvimento de pesquisas e estudos acerca de medidas mitigadoras em um cenario de
contaminacao por oleo.

Apesar de ser comprovadamente uma regido contaminada por compostos organicos,
€ possivel encontrar pontos cuja concentracdo de tais poluentes no sedimento e na agua
esteja abaixo dos niveis aceitaveis pelos 6rgdos reguladores, como mostram os trabalhos
de Lima (2010), Moreira (2011) e Silva (2016). A estagdo amostral escolhida para o
desenvolvimento do trabalho encontra-se justamente nesse ponto livre de contaminacao por
poluentes organicos, e as amostras de sedimento e agua coletadas nesses lugares
compuseram o sistema de remediacao que € o objetivo do presente trabalho. A localizacao

da estacdo de amostragem esté indicada na figura 1.
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Figura 1 — Mapa da localizacédo da area de estudo
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Fonte: Modificado da folha da Baia de Todos os Santos: SD-24-X-A-1V (BAHIA, 2004).
4.2.2 Oleo de Campos

Localizada no litoral norte do Rio de Janeiro e ao sul do Espirito Santo, a Bacia de
Campos é considerada a mais promissora bacia do Brasil, com cerca de 1.600 pocos
perfurados. Antes da descoberta do pré-sal, ela representava aproximadamente 90% das
reservas de combustiveis fésseis do pais (WINTER et al., 2007).

A principal rocha geradora dessa bacia séo folhelhos dos andares locais Buracica e
Jiquia (Barremiano/Aptiano), sendo que estes folhelhos foram depositados durante a fase
rifte. De acordo com analises geoquimicas, essas rochas foram formadas em um ambiente
lacustre, apresentando Querogénio tipo |, com teor de carbono organico total (COT)
variando entre 2 e 6% (WINTER et al., 2007; BRASIL, 2015).

Por ser a bacia mais importante do Brasil, o 6leo proveniente de Campos é
amplamente utilizado, sendo transportado em navios tanques por toda costa brasileira, pelas
rotas de petroleo. Por conta disso, esse Oleo pode ser facilmente encontrado e identificado
(através dos biomarcadores de petréleo) em outras regifes que ndo a de sua origem. Desta
forma, esse 6leo pode estar contaminando ecossistemas costeiros, como é o caso dos

manguezais, presentes no entorno da BTS.
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4.2.3 Procedimentos de amostragem em campo

O trabalho de campo foi realizado no dia 08 de agosto de 2016. A estacdo de
amostragem escolhida para a coleta de sedimento e agua possui coordenadas de 12° 44’
26,0” (S) e 38° 31’ 53,9” (W), e localiza-se as margens do rio Sao Paulo, na por¢cao nordeste
da BTS. A principal via de acesso a regido, a partir de Salvador, é através da BR 324,
préximo a Refinaria Landulfo Alves de Mataripe (RLAM). A amostragem foi realizada neste
ponto pelo fato de ele ser considerado uma éarea livre de contaminacdo por petréleo (LIMA,
2010; MOREIRA, 2011; SILVA, 2016). A coleta de sedimento foi feita ha baixa-mar, na parte
do manguezal mais préxima as zonas marginais, em locais geralmente inundaveis. As
amostras foram coletadas com auxilio de um testemunhador, que consta de um tubo de aco
inoxidavel de 10 cm de didmetro e capacidade para coletar testemunhos de até 30 cm.
Estas amostras foram armazenadas em recipientes de aluminio previamente
descontaminados e foram acondicionadas em caixas de isopor até a chegada ao Nucleo de
Estudos Ambientais (NEA). Noventa recipientes de aluminio foram utilizados na coleta, o
gue contabilizou, aproximadamente, 90 kg de sedimento coletado para utilizacdo no sistema
de remediacéo proposto.

As amostras de agua foram armazenadas em galbes, previamente descontaminados,
com capacidade de 20 L. Foram coletados 10 gal6es, totalizando 200 L de agua estuarina
coletada. As amostras de agua também foram acondicionadas em caixas de isopor com
gelo até a montagem do experimento, que aconteceu no dia posterior ao da coleta.

Os parametros fisico-quimicos (pH, Eh, salinidade, oxigénio dissolvido) foram

mensurados in situ com uma sonda multiparametro da marca Horiba, modelo D-54.

4.2.4 Montagem do sistema de remediagao

O sistema de remediacado foi montado no laboratério de experimentos do Nucleo de
Estudos Ambientais no dia 09 de agosto de 2016. Ele foi constituido por seis tanques de
vidro, dos quais trés representam um ambiente livre de contaminacao por petroleo (unidades
controles) e trés representam um ambiente contaminado por petroleo (unidades

contaminadas) (Figura 2).
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Figura 2 — Tanques e cubetas que comp&em o sistema de remediacéo

e

Fonte: autor, 2017.

Em cada um desses tanques foi simulada a subida e a descida da maré através de
um sistema montado com bombas, canos, torneiras e um timer que ligava e desligava as
bombas de acordo com a maré programada (Figura 3). Quando a maré atingia o pico da
maré baixa, a bomba ligava, fazendo com que a agua, que se encontrava armazenada em
um galdo de 20 L, subisse por um cano, inundando das cubetas, e desta forma, simulando a
maré alta. Quando a maré atingia o pico da maré alta, a bomba desligava, e a agua
comecgava a descer por outro cano, pela acdo da gravidade, voltando a ser armazenada nos
galbes de 20 L, e desta forma, simulando a maré baixa (Figura 4 A e B).

Dentro dos tanques foram colocadas seis cubetas de vidro revestidas com tecido,
para que o sedimento depositado em cada uma dessas cubetas fosse percolado pela 4gua
guando a maré subisse e descesse (Figura 2). Em todas as cubetas foram adicionados
aproximadamente 2,3 kg de sedimento de manguezal. Nas unidades contaminadas, também
foi adicionado 6leo proveniente da Bacia de Campos, cuja densidade é de 0,881423 g.cm=.

A massa de 0leo que foi adicionada as cubetas das unidades contaminadas foi de 1% do

total da massa de sedimento de cada cubeta. Usando a relagdo v=% (v=volume,

m=massa, d=densidade), foi possivel determinar o volume de O6leo que deveria ser

adicionado, que foi medido em uma proveta (Figura 4 C).
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Figura 3 — Esquema do sistema de remediagéo utilizado no desenvolvimento da pesquisa

20L

Fonte: Adaptado de Santos (2016).

Figura 4 — A — Timer que controla a subida e descida da maré, auxiliado pelos canos e bombas. B — Sistema de
remediacdo. C — Adicdo de 6leo ao sedimento

Fonte: autor, 2017.

O sistema de remediacao foi dividido em duas etapas. A primeira etapa diz respeito a
biorremediacdo, onde foi feita uma avaliacdo de como as comunidades de microrganismos
presentes no sedimento de manguezal coletado se comportaram na presenca de 6leo e qual
a contribuicdo dessa atenuacgdo natural nas taxas de degradacao do 6Oleo. A primeira etapa
teve duracéo de 90 dias (Figura 5).

A segunda etapa ocorreu uma semana apoés o fim da primeira etapa e consistiu na

adicdo de mudas de mangue da espécie Rhizophora mangle, tanto nas unidades controles
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gquanto nas unidades contaminadas. A segunda etapa também teve duracdo de 90 dias, o
que totalizou 180 dias de experimento para avaliar a eficiéncia do bioprocesso na
remediacdo do sedimento de manguezal contaminado por petréleo (Figura 5).

As mudas utilizadas na etapa da fitorremediacéo foram cedidas pela ONG Vovo do
Mangue, localizada na cidade de Maragogipe/BA. Essas mudas vieram para o laboratorio
com aproximadamente trés meses de idade e chegaram um més antes do inicio da segunda
etapa, para que elas pudessem se aclimatar ao novo ambiente. Segundo as informagdes da
ONG, as mudas foram cultivadas em sedimento de praia e de manguezal e foram regadas
com agua da torneira a cada dois dias, metodologia que foi repetida com a chegada das
mudas ao laboratério, até que elas fossem replantadas nas cubetas do experimento.

Durante todo o experimento foi feito o monitoramento dos parémetros fisico-
quimicos, utilizando a sonda multiparametros da marca Horiba, modelo D-54, para que se
pudesse ter um controle dos parametros que influenciam o desenvolvimento tanto dos
microrganismos quanto das espécies vegetais.

Em intervalos periédicos, mostrados na tabela 1, foram realizadas coletas de
sedimento e de agua para que fosse feito o monitoramento biogeoquimico e microbiolégico
e também fosse realizada a avaliagdo da resposta morfologica das plantas na presenca do
6leo, para o caso da segunda etapa. Na primeira etapa, a coleta de sedimento foi feita a
partir da homogeneizacdo de todo o sedimento presente em cada tanque de vidro (Figura 6
A). Na segunda etapa, em cada tempo de coleta foi retirada uma das cubetas de cada
tanque e a coleta de sedimento foi realizada a partir da homogeneizacdo do sedimento
desta cubeta (Figura 6 B).

Os residuos que foram gerados ao longo do experimento foram separados em
recipientes identificados como controle ou contaminado. Os residuos do controle foram
descartados em lixo comum ou na pia. Os residuos sélidos do contaminado foram
encaminhados para incineragdo na Central de Tratamento de Efluentes Liquidos (CETREL).
E a 4gua contaminada foi filtrada com Ia de vidro e carvao ativado, para que fossem retidos
0S possiveis compostos organicos, e, por fim, foi descartada na rede de esgoto. Os residuos
gerados nas analises geoquimicas e microbiologicas foram tratados e descartados de

acordo com protocolos presentes no laboratorio, especificos para cada analise.
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Figura 5 — Delineamento do sistema de remediag¢&o proposto para a recuperagdo de sedimento de manguezal

contaminado por petréleo

SISTEMA DE REMEDIAGCAO

ETAPA 1 - BIORREMEDIAGAO (ATENUAGAO NATURAL)

Sedimento referéncia

Sedimento contaminado

AQUARIO AQUARIO U CO:?::I':EDO CD:;USIR'N:DD coﬁunﬁﬁm
CONTROLE 1 | CONTROLE 2 | CONTROLE 3 1 2 3

ETAPA 2 — FITORREMEDIAGAO

Sedimento referéncia +

Rhizophora mangle

Sedimento contaminado

+ Rhizophora mangle

AQUARIO AQUARIO AQUARIO AQUARIO AQUARIO AQUARIO
CONTROLE 1 | CONTROLE 2 | CONTROLE 3 CONTAMINADO | CONTAMINADO § CONTAMINADO
1 2 3

Fonte: autor, 2017.

Figura 6 — Fluxogramas para coleta de amostras de sedimento em cada um dos seis tanques que compéem o
sistema de remediacdo. A — Fluxograma referente a etapa 1. B — Fluxograma referente a etapa 2

A

Coleta das
amostras

Retirada das 6
cubetas
Homogeneizacédo Montagem das
em travessas de cubetas nos
vidro aquarios

Redistribuicdo do
sedimento nas6
cubetas

B

Retirada de 1
cubeta

Homogeneizacé&o
em travessas de
vidro

Descarte do
sedimento e
planta

Coleta das
amostras

Fonte: autor, 2017.
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Tabela 1 — Datas em que foram realizadas as coletas nas unidades do sistema de remediacdo e analises que foram feitas em cada matriz coletada

DATAS PARA COLETA NOS .
AQUARIOS TEMPO ANALISES
09/08/2016 Tegpg glgo) SEDIMENTO: Granulometria, HTP, HPA, COT, Nitrogénio Total, Fésforo Assimilavel, UFC.
20/08/2016 Tempo 2 () SEDIMENTO: HTP, HPA, COT, Nitrogénio Total, Fésforo Assimilavel, UFC.
20/09/2016 VIS |§|(AT§) SEDIMENTO: HTP, HPA, COT, Nitrogénio Total, Fésforo Assimilavel, UFC.
10/10/2016 Teemggglgs) SEDIMENTO: HTP, HPA, COT, Nitrogénio Total, Fésforo Assimilavel, UFC.
SEDIMENTO: HTP, HPA, COT, Nitrogénio Total, Fésforo Assimilavel, UFC e Enzimas.
16/11/2016 HRED & (7
- 90 DIAS . . -
PLANTA: Biomonitoramento morfolégico.
SEDIMENTO: HTP, HPA, COT, Nitrogénio Total, Fésforo Assimilavel, UFC.
05/12/2016 T;”l'[l’g %g?
PLANTA: Biomonitoramento morfoldgico.
20/12/2016 Tempo 6 (T6) SEDIMENTO: HTP, HPA, COT, Nitrogénio Total, Fésforo Assimilavel, UFC.
> 130 DIAS PLANTA: Biomonitoramento morfolégico.
SEDIMENTO: HTP, HPA, COT, Nitrogénio Total, Fésforo Assimilavel, UFC.
09/01/2017 Tsnlgg 7D|(1;) 9
PLANTA: Biomonitoramento morfoldgico.
13/02/2017 Tempo 8 (T8) SEDIMENTO: HTP, HPA, COT, Nitrogénio Total, Fésforo Assimilavel, UFC.
> 180 DIAS PLANTA: Biomonitoramento morfolégico.
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4.2.5 Métodos analiticos

4.2.5.1 Andlise Granulométrica

Foi realizada em analisador de particulas com difracdo a Laser Modelo Cilas 1064.
As amostras foram colocadas em uma mufla a 450°C para degradar a matéria organica.
Depois foi adicionado o dispersante hexametafosfato de sédio, e as amostras ficaram sob
agitac@o durante 24 horas para evitar floculacdo. A andlise granulométrica fornece dados de
porcentagem das fracdes granulométrica, que foram tratados através do programa de
andlises granulométricas GRADISTAT V 5.0® (BLOTT; PYE, 2001).

4.2.5.2 Determinacao de fosforo em sedimento

A determinacao do fésforo em sedimento e em &gua foi feita a partir do método
descrito por Olsen et al. (1982). O método consiste na formacgéo do acido molibdofosforico,
que depois é reduzido com acido ascérbico, resultando no complexo de fosfomolibdénio de
cor azul. O fosforo é entdo determinado por espectrofotometria.

4.2.5.3 Determinacdo de nitrogénio e carbono organico total em sedimento

Os teores de nitrogénio total e carbono organico total (COT) presentes no sedimento
foram medidos através do analisador de particulas LECO, pelo método ASTM D5373. As
amostras de sedimento foram liofilizadas, desagregadas e peneiradas a 2,0 mm, para
retirada de pedacos de raizes, folhas e carapacas de animais. Depois deste primeiro
tratamento, as amostras foram maceradas e peneiradas a 80 mesh. Posteriormente, as
amostras passaram por um processo de descarbonatacdo, no qual foi retirado todo o
carbono inorganico presente na amostra, a fim de que o resultado para a determinacdo do

COT ndao fosse mascarado. Por fim as amostras foram injetadas e lidas no LECO.

4.2.5.4Determinacdo de hidrocarbonetos totais de petrdleo (HTP) e hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (HPA) em agua e em sedimento

A determinacdo de HTP e HPA em sedimento foi realizada pelo método 3546 de
extracdo por micro-ondas da USEPA, com modificagcbes (USEPA, 2007). Para tal, pesou-se
cerca de 2,5 g das amostras de sedimento em seguida adicionou-se 25 mL da mistura de n-
hexano e acetona (1:1, V:V). Em seguida, as amostras foram extraidas usando um micro-
ondas (Anton Paar, 16SOLV MF100). Apés a extracdo, as amostras foram filtradas em

sulfato de sédio anidro (pré-calcinado a 400°C por 4 h). Os extratos foram concentrados em



28

um rotavaporador, modelo R-215, marca Buchi. Por fim, o extrato foi injetado em um
cromatografo a gas VARIAN, modelo CP3800, equipado com coluna capilar DB-5 e detector
de ionizacdo em chama (GC-FID), para determinacdo de HTP e, para a determinacdo dos
HPAs, o extrato foi injetado em um cromatégrafo a gas VARIAN acoplado a um

espectdmetro de massa (GC-MS). O Hélio foi usado como gas de arraste.

4.2.5.5 Unidades formadoras de colbnias (UFCs)

As unidades formadoras de colbnias foram contadas a partir da técnica da microgota
(Romeiro, 2001). Primeiramente, um meio de cultura foi preparado com Agar nutriente e
vertido em placas de petri, que foram colocadas em uma camara de germinacdo para que
se tivesse certeza de que 0 meio estava estéril. Depois, uma aliquota das amostras de
sedimento foi misturada a uma solugédo contendo agua salina e Tween. Essas amostras,
entdo, passaram por uma diluicdo seriada, totalizando 8 diluicbes. Para cada amostra foram
usadas duas placas de petri que foram divididas em quatro quadrantes, sendo um quadrante
para cada diluicAo. Em cada quadrante foram colocadas 4 gotas de uma mesma diluigao.
Por fim, essas placas voltaram para a camara de germinacéo, e a contagem das UFCs foi
feita com 24 horas.

4.2.5.6 Biomonitoramento morfolégico da espécie de mangue

O biomonitoramento morfolégico foi realizado para avaliar a resposta da espécie na
presenca do sedimento contaminado. Para tal, em cada tempo de coleta, uma muda era
retirada de cada uma das seis unidades de simulagdo. Essas mudas foram divididas em
folha, caule e raiz, onde cada fragmento foi liofilizado até atingir peso constante, para
obtencdo da biomassa seca de cada tempo. Além disso, foram mensuradas a altura das
mudas, a largura e o comprimento das folhas e o diametro da base do caule (DBC) (ZHANG
et al., 2007; KE, et al, 2011; WANG et al., 2014).

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesse item serdo destacados os resultados obtidos para cada analise. Estes foram

discutidos com base nas referéncias utilizadas.

4.3.1 Caracterizacéo da agua do Rio Sao Paulo

Os dados dos parametros fisico-quimicos medidos in situ, no estuario do rio Séo

Paulo, sdo apresentados na tabela 2.
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Tabela 2 — Parametros fisico-quimicos medidos in situ, em aguas superficiais do estuario do rio Sdo Paulo.
Temperatura (T); Oxigénio Dissolvido (OD); Salinidade (Sal)

pH T (°C) OD (mg/L) Sal Eh (mV)
Rio Sdo Paulo 7,22 27,68 4,45 29 -33
CONAMA 357 6,5-8,5 - >5,0 0,5% — 30% -

Os valores obtidos foram comparados com as diretrizes classificatérias da Resolucao
CONAMA 357, de 17 de marco de 2005. O local de estudo enquadra-se como ambiente de
aguas salobras, de acordo com a salinidade encontrada. O valor de pH estava de acordo
com o padrdo de qualidade indicado pela resolucdo. O valor do oxigénio dissolvido (OD)
estava abaixo do limite estabelecido, o que ja era esperado, devido a elevada concentracao
de matéria orgéanica presente em ambientes de manguezal. Por fim, o valor de Eh indicou
um ambiente redutor, caracteristica tipica de ambientes de manguezal. Em ambientes

redutores ha uma maior preservacdo da matéria organica presente nos sedimentos.
4.3.2 Parametros fisico-quimicos do sistema de remediagéo

A temperatura medida nos tanques de simulacdo variou entre 24,38 a 30,02°C
(Figura 7). E possivel observar que as temperaturas dos seis tanques possuiram uma
tendéncia similar ao longo do tempo, destoando pouco do valor médio encontrado in situ
(27,68°C). As menores temperaturas foram medidas quando se fazia a reposicdo de agua,
gue se perdia, principalmente, por conta da evaporacao.

A temperatura influencia a biodegradagéo do 6leo. A variacdo deste parametro pode
alterar a populacdo microbiana e interferir no desenvolvimento das espécies de mangue
(HAIDER, 1999; AZUBUIKE et al., 2016; RICHTER et al.,, 2016). Baixas temperaturas
podem limitar a degradacéo destes poluentes, uma vez que o metabolismo microbiano e a
densidade de mangues podem diminuir, e a viscosidade dos hidrocarbonetos aumenta
nessas condi¢cdes. Em contra partida, em altas temperaturas, a toxicidade destes compostos
tende a aumentar (TONINI, 2011). Tipicamente, a faixa de temperatura ideal para que
ocorra a biodegradacao de hidrocarbonetos pelos microrganismos € de 30 a 40°C. Porém,
estudos de indicam que, em temperaturas similares as obtidas no experimento, também ha
o desenvolvimento de organismos, podendo ocorrer a assimilacdo do contaminante como
fonte de energia (RICKLEFS, 2001).
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Figura 7 — Variagdo ao longo do tempo dos valores de temperatura mensurados nos seis tanques de simulacéo
do bioprocesso. C01 = tanque controle 1; C02 = tanque controle 2; C03 = tanque controle 3; 1 = tanque
contaminado 1; 2 = tanque contaminado 2; 3 = tanque contaminado 3
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Fonte: autor, 2017.

Os valores de pH tiveram uma tendéncia similar nos seis tanques até a semana 14,
que corresponde ao fim da primeira etapa do experimento (biorremediagdo) (Figura 8).
Neste periodo, os valores de pH variaram entre 7,06 e 8,28, e encontram-se dentro da faixa
de referéncia da Resolugdo 357/05 do CONAMA para aguas salobras. Com a introducao
das espécies vegetais no sistema, a partir da semana 14, observou-se que os tanques
controles tiveram uma tendéncia de queda nos valores de pH, enquanto que nos tanques
contaminados esses valores continuaram com pouca variagdo. O valor minimo medido na
segunda etapa (fitorremediacdo) foi de 3,88 e o maximo foi de 8,37. Nos tanques
contaminados, os valores continuaram dentro da faixa de referéncia da Resolugcdo 357/05
do CONAMA, porém nos tanques controles, a maioria dos valores encontrados esteve
abaixo dessa faixa.

Estudos mostram que os exsudatos radiculares das espécies vegetais, que sao 0s
produtos fotossintéticos transferidos para as raizes e liberados na rizosfera, podem alterar
os valores de pH (LANDI et al., 2006; WANG et al., 2014). Este pode ter sido o motivo da
variacdo observada nos tanques controles. Como ndo houve variagdo nos tanques
contaminados, supde-se que as colbnias de bactérias que se desenvolveram na presenca
do 6leo metabolizaram esses exsudatos de alguma forma que impedisse a modificacao do
pH.
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Figura 8 — Variacdo ao longo do tempo dos valores de pH mensurados nos seis tanques de simulagdo do
bioprocesso. CO1 = tanque controle 1; C02 = tanque controle 2; C03 = tanque controle 3; 1 = tanque
contaminado 1; 2 = tanque contaminado 2; 3 = tanque contaminado 3
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Fonte: autor, 2017.

Um padrdao semelhante ao do pH foi observado para os valores de Eh obtidos ao
longo do tempo (Figura 9). Na primeira etapa do experimento o Eh variou entre -93,83 e -
29,50 mV, indicando um ambiente redutor, tipico do ecossistema manguezal. Na segunda
etapa, os valores encontrados nos tanques contaminados mantiveram a mesma tendéncia,
variando de -101,65 a -45,25 mV. Ja nos tanques controles, os valores aumentaram
significativamente, com uma variacéo de -51,83 a 149,00, passando de um ambiente redutor
para um ambiente oxidante. Essa mudanca abrupta também deve ter relagcdo com os
exsudatos liberados pela Rhizophora mangle.

Figura 9 — Variacdo ao longo do tempo dos valores de Eh mensurados nos seis tanques de simulagdo do
bioprocesso. C01 = tanque controle 1; C02 = tanque controle 2; C03 = tanque controle 3; 1 = tanque
contaminado 1; 2 = tanque contaminado 2; 3 = tanque contaminado 3
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Fonte: autor, 2017.
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Com relacéo aos valores de oxigénio dissolvido (OD), ndo foi possivel observar um
padrdo na sua variacao ao longo do tempo (Figura 10). Esses valores variaram entre 2,59 a
8,20 mg L.

Figura 10 — Variagdo ao longo do tempo dos valores de oxigénio dissolvido (OD) mensurados nos seis tanques
de simulacdo do bioprocesso. C01 = tanque controle 1; C02 = tanque controle 2; CO3 = tanque controle 3; 1 =
tangque contaminado 1; 2 = tanque contaminado 2; 3 = tanque contaminado 3
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Fonte: autor, 2017.

Por fim, a salinidade teve um padrdo de variagdo similar em todas as unidades
experimentais, com valor minimo de 18 e valor maximo de 37 (Figura 11). Sempre que a
salinidade desviava muito da faixa pré-estabelecida de 25-35, adicionava-se agua mineral,
para diminuir a salinidade ou &gua do préprio estuario do Rio Sdo Paulo, para aumentar a

salinidade.

Figura 11 — Variagcdo ao longo do tempo dos valores de salinidade mensurados nos seis tanques de simulagao
do bioprocesso. CO1 = tanque controle 1; C02 = tanque controle 2; C03 = tanque controle 3; 1 = tanque
contaminado 1; 2 =tanque contaminado 2; 3 = tanque contaminado 3
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4.3.3 Caracterizacdo dos sedimentos do sistema de remediacao

As concentracdes de carbono orgéanico total (COT) mensuradas nas amostras de
sedimento coletas nos tanques de simulacdo do bioprocesso estado representadas na Figura
12. Nos tanques controles, o COT variou entre 1,97 e 4,27%. Ja nos tanques contaminados,
o COT variou entre 3,05 e 6,85%. As maiores concentracbes de COT nos tanques
contaminados estao associadas a presenca do 6leo nesses sedimentos.

Observou-se que até o tempo 6 (T6 - 130 dias de experimento), os valores de COT
mantinham-se com pouca variabilidade. No tempo 7 (T7 - 150 dias de experimento), houve
um aumento significativo nas concentragées, em todos os tanques. Estudos mostram que 0s
exsudatos liberados pelas raizes das espécies vegetais podem alterar as concentracdes de
matéria organica presente no sedimento (LANDI et al., 2006; WANG et al., 2014). E
possivel, entdo, que os efeitos dos exsudatos na concentracdo de matéria organica e,
consequentemente, de carbono organico, s6 tenham sido sentidos 60 dias apdés o plantio
das mudas no experimento, que ocorreu no tempo 4 (T4 > 90 dias de experimento), visto

que este foi o fator externo preponderante introduzido no sistema.

Figura 12 — Concentracdes, ao longo do tempo, de carbono organico total nas amostras de sedimento coletadas
nos tanques de simulagdo do bioprocesso. CO1 = tanque controle 1; C02 = tanque controle 2; C03 = tanque
controle 3; 1 = tanque contaminado 1; 2 = tanque contaminado 2; 3 = tanque contaminado 3
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Fonte: autor, 2017.

As figuras 13 e 14 mostram as concentra¢gfes, ao longo do tempo, de nitrogénio e
fésforo, respectivamente. O nitrogénio e o fésforo estdo entre os macronutrientes mais
requeridos pelos vegetais e pelas bactérias. O nitrogénio € indispensavel para a sintese de
proteinas, acidos nucléicos e componentes da parede celular. O fosforo é essencial na

sintese de &cidos nucléicos e da membrana celular. A presenca desses nutrientes no
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sedimento esta ligada a granulometria e concentracdo de matéria organica. A sua presenca
no ambiente auxilia positivamente os processos de biodegradacdo do 6leo (LIEBEG;
CUTRIGHT, 1999).

Os valores de nitrogénio total (Nt) medidos nos sedimentos dos seis tanques de
simulacao variaram de 0,11 a 0,25%, que sdo valores relativamente baixos (VANNUCCI,
2002; MOREIRA, 2011). E possivel que essa baixa concentracdo esteja relacionada com o
consumo desse nutriente por bactérias e pelas plantas, que utilizam o nitrogénio para suas
funcbes metabolicas (AZUBUIKE et al. 2016). Como a presenca desse nutriente se
relaciona diretamente com as concentragfes de matéria organica, nota-se uma similaridade
na curva de concentragdo, ao longo do tempo, desses dois parametros (Figuras 12 e 13).
Assim como o COT, o Nt tem um crescimento significativo no T7, que pode ser justificado
pela liberacdo de exsudatos pelas raizes das espécies de mangue (RENTZ et al., 2005).

Figura 13 — Concentracdes, ao longo do tempo, de nitrogénio total em sedimento nas amostras de sedimento
coletadas nos tanques de simulacdo do bioprocesso. CO1 = tanque controle 1; C02 = tanque controle 2; C03 =
tanque controle 3; 1 = tanque contaminado 1; 2 = tanque contaminado 2; 3 = tanque contaminado 3
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Fonte: autor, 2017.

Os valores de fésforo assimilavel (P) variaram de 47,21 a 95,31 mg kg?, e assim
como no Nt, séo valores relativamente baixos para ambientes de manguezal (BAHIA, 2009).
A legislacdo brasileira ndo possui valores de referéncia para esses nutrientes em
regibes de manguezal, conhecidas naturalmente como &reas enriquecidas. A Resolucéo
Conama n° 454/2012, que indica valores de alerta para concentracdo de nutrientes em

sedimentos, néo inclui essas regioes.
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Figura 14 — Concentracdes, ao longo do tempo, de fésforo assimilavel em sedimento nas amostras de
sedimento coletadas nos tanques de simulagdo do bioprocesso. CO1 = tanque controle 1; C02 = tanque controle
2; C03 =tanque controle 3; 1 = tanque contaminado 1; 2 = tanque contaminado 2; 3 = tanque contaminado 3
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Fonte: autor, 2017.

A distribuicdo das fracdes granulométricas (Figura 15) indicou um predominio da
fracdo silte no sedimento utilizado para a realizacdo do experimento de bioprocesso.
Geralmente o0s sedimentos de manguezal apresentam granulometria fina, com
predominancia das frag6es de tamanho inferior a 0,05 mm (silte-argila) (SOUZA et al., 2008;
RANJAN et al., 2010).

As fragOes silte-argila representaram 76,91% da composi¢do granulométrica do
sedimento estudado, estando de acordo com 0s resultados anteriormente mensurados para
a mesma regido (MOREIRA, 2011). Com relacdo ao sedimento presente nas mudas de
mangues que foram doados pela ONG Vové do Mangue, verificou-se uma leve
predominancia da fracdo areia (52,01%). Segundo os responsaveis pela ONG, as mudas
foram cultivadas em uma mistura de sedimento de praia e de manguezal, o que explica a
representatividade da fracdo areia na amostra analisada.

Quanto maior a quantidade de silte e argila no sedimento, maior sera a area de
superficie contato, o que faz com que o sedimento apresente alta capacidade de fixagdo de
contaminantes e macronutrientes, como nitrogénio e fésforo (VEIGA, 2003; FERNANDEZ-
BAYO et al.,, 2008). Por conta dessas caracteristicas granulométricas, preservacao e
diagnosticos ambientais realizados em manguezais tornam-se prioritarios, pois estes séo
ambientes de extrema importancia ecoldgica, social e econbmica e tem a tendéncia de
acumular contaminantes em seus dominios, podendo prejudicar toda uma rede trofica

relacionada.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0160412012001730#bb1180
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0160412012001730#bb1065
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0160412012001730#bb0420
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0160412012001730#bb0420
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Figura 15 - Distribuicdo das fra¢cdes granulométricas das amostras de sedimento superficial do Rio S&o Paulo,
utilizadas no experimento de remediacdo, das amostras de sedimento coletadas nas mudas de Rhiziphora
mangle provenientes da ONG Vové do Mangue
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Fonte: autor, 2017.

4.3.4 Quantificacdo de unidades formadoras de coldnias (UFCs)

Nao foi possivel observar um padrdo no crescimento de unidades formadoras de
colénia (UFCs) ao longo do tempo (Figura 16).

De uma forma geral, as unidades de simulagdo controle tiveram maiores quantidades
de UFCs, indicando que a toxicidade do 6leo adicionado nas unidades contaminadas
também afetam as comunidades microbianas, so6 resistindo aquelas que conseguiram tolerar
essa toxicidade e usar os hidrocarbonetos como fonte de energia em suas funcbes
metabdlicas.

Como j& foi discutido acima, o sedimento utilizado no experimento possui
gquantidades dos nutrientes analisados abaixo do que se espera para ambientes de
manguezal. Desta forma, é possivel que as comunidades bacterianas presentes no
sedimento ndo tenha se adaptado as novas condi¢des tréficas, que foram proporcionadas
pelos exsudatos liberados pelas raizes das plantas (adicionadas no tempo 4). Por isso nota-
se uma queda abrupta nos valores de UFCs no T5. Ap6és um periodo de adaptacao,
observa-se que os valores come¢am a subir de novo, indicando o crescimento de bactérias
resistente a um ambiente com maiores quantidades de nutrientes. Na literatura, € possivel
encontrar pesquisas que obtiveram o mesmo resultado de queda quantitativa nas
comunidades bacterianas, a partir da liberacdo de exsudatos (CICCILLO et al.,, 2002;
RENTZ et al., 2005).

No tempo 2, é possivel observar dois outlayers nas unidades contaminadas 1 e 2

(tabela 3). E possivel que com a degradacdo do 6leo adicionado nessas unidades, tenha



37

ocorrido a formacdo de produtos secundarios dos hidrocarbonetos. Dentro do consdrcio
presente no meio, provavelmente existiam bactérias que se desenvolveram mais ha
presenca desses metabdlitos, fazendo com que houvesse um boom de bactérias desse tipo

no sedimento, explicando esses altos valores de UCFs encontrados.

Tabela 3 — Valores de UFCs mensurados em amostras de sedimento coletadas nos seis tanques de simulagao
do bioprocesso

Densidade (UFC g)

T0 T1 T2 T3 T4 TS5 T7 T8
co1 563 1438 1313 813 2000 63 375 1375
Co2 63 1562 1250 750 1438 563 375 1188
CO03 0 875 438 0 688 375 375 250
1 438 188 126937 313 188 500 125 1750
2 813 1375 70125 437 875 188 375 688
3 1063 188 875 250 250 250 875 688

Figura 16 — Variacdo no tempo no crescimento de UFCs. CO1 = tanque controle 1; C02 = tanque controle 2; C03
= tanque controle 3; 1 = tanque contaminado 1; 2 = tangque contaminado 2; 3 = tanque contaminado 3
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Fonte: autor, 2017.

4.3.5 Anadlise temporal da degradacao de hidrocarbonetos totais de petréleo (HTPS) e
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) presentes no sedimento

As figuras 17 e 18 mostram as concentracdes de HTPs, ao longo do tempo, nas
unidades controles e nas unidades contaminadas, respectivamente. A presenca de HTPs
nas unidades controles indica que o local de amostragem pode possuir certa contaminacao
por Oleo. Devido & predomindncia de hidrocarbonetos no petréleo, os HTPs sdo os

compostos utilizados como indicadores deste tipo de poluicdo. No entanto, deve-se ressaltar
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que os hidrocarbonetos ndo existem apenas no petréleo, eles também ocorrem
normalmente como produtos de biossintese das plantas e animais (COIMBRA, 2006).

Tanto nas unidades controles quanto nas unidades contaminadas, a concentracéo de
HTPs diminui com o tempo, indicando que, de fato, os compostos de petréleo estdo sendo
degradados. Pequenas oscilacdes de aumento da concentracdo de HTP sédo observadas,
mas que provavelmente sao decorrentes de produtos de biossintese das plantas e animais,
como ja foi dito acima.

Cerca de 70% do 6leo inicial, adicionado ao sedimento das unidades contaminadas,
foi degradado, decorridos os 180 dias de experimento. Esse resultado corrobora com um
trabalho similar desenvolvido por Moreira (2011), onde ele observou que em sedimentos
contaminados, tratados pela atenuagéo natural, foi removido 70% do 6leo e em sedimentos

tratados pela fitorremediagao, utilizando a Rhizophora mangle, foi removido 87% do 6leo.

Figura 17 — Variagdo no tempo da concentracdo de HTP presente nas amostras de sedimento coletadas nas
unidades controles

700 -

600 -
<
500 -
2 | 7
>y 400 -~
i \ =01
© i .| e
£ 300 == 02
g N4
c 200 - c03
o
S ]

100 -

0
t0 tl t2 t3 t4 t5 t6 t7 t8
Tempo

Fonte: autor, 2017.



39

Figura 18 — Variagdo no tempo da concentracdo de HTP presente nas amostras de sedimento coletadas nas
unidades contaminadas
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Fonte: autor, 2017.

As figuras 23 a 28 mostram os cromatogramas do 6leo extraido das amostras de
sedimento coletadas no tempo inicial (TQ), no tempo intermediario (T4) e no tempo final (T8).
Esses cromatogramas mostram que, de fato, o éleo foi degradado ao longo do tempo, em
todas as unidades de simulacdo, ja que os picos de n-alcanos séo visivelmente diminuidos,
guando se observa a sobreposicdo dos cromatogramas desses trés tempos.

O T4 foi o tempo em que ocorreu o0 plantio das mudas de Rhizophora mangle.
Observou-se que pouca foi a diferenca entre o perfil do 6leo nesse tempo e no tempo final
(T8), nas unidades contaminadas (Figuras 26 a 28). Isso indica que para a degradagédo dos
hidrocarbonetos menos recalcitrantes, a presenca exclusiva de bactérias autéctonas,
resolveria a questdo da remediacdo do sedimento. Porém, esses cromatogramas né&o
representam as fragdes mais recalcitrantes do 6leo, com é o caso dos HPAs. E diversos
estudos mostram que a degradacdo destas tende a ser favorecida pela presenca de
espécies vegetais no sistema (KE et al, 2003; XU et al., 2014; REN et al., 2017).

Outra questdo importante de ser destacada € que na literatura estd bem consolidado
o fato de que com a degradacédo do 6leo, a mistura complexa nao resolvida (UCM, sigla em
inglés para Unresolved Complex Mixture) tende a crescer, ja que 0s metabdlitos da
degradacdo por parte dos microrganismos e das espécies vegetais geralmente nao séo
identificados pelo cromatografo (MARCHAL et al., 2003; COIMBRA, 2006; MOREIRA et al.,
2013; KRONBAUER, 2014; SILVA, 2016).

Porém, como € possivel observar nas figuras 19 e 20 e nos cromatogramas (Figuras
23 a 26), ndo é isso que acontece com o Oleo do experimento ao longo do tempo. Notou-se

gue a UCM tem uma tendéncia de queda, principalmente nas unidades contaminadas
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(Figura 20). Uma possivel explicacao para esse fato é que os microrganismos e as plantas
presentes no sistema possuam mecanismos que favorecam, além da degradacdo do 6leo,
também a degradacdo dos metabdlitos gerados, que muitas das vezes podem ser mais
téxicos e danosos ao ambiente do que os compostos originais (FRENZEL et al., 2010;
TRAN et al., 2010; KUMAR et al., 2014; AITKEN et al., 2017).

Para a confirmacdo dessa hipotese, deveria ter sido feito o isolamento e a
identificacdo dos microrganismos presentes no sedimento, bem como uma analise
molecular e genética, para saber se essas col6nias sGo mesmo as responsaveis por esse
fato atipico. A extracdo do 6leo nas estruturas das espécies vegetais (raiz, caule e folhas)
também deveria ter sido feita para elucidar essa questdo, assim como para saber se as
mudas estdo de fato contribuindo com a degradacao do 6leo, ou se elas apenas agem de
forma indireta, a partir da estimulacdo das comunidades microbianas presentes no
sedimento.

Figura 19 — Variag8do no tempo da concentracdo de UCM das amostras de sedimento coletadas nas unidades
controles
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Figura 20 — Variagdo no tempo da concentracdo de UCM das amostras de sedimento coletadas nas unidades
contaminadas
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Outro fator indicativo de degradacdo de 6leo sdo as razdes Pristano/nC!’ e
Fitano/nC*. Valores altos destas razdes indicam presenca de 6leo degradado, enquanto
gue valores baixos indicam que o 6leo foi recentemente introduzido no ambiente, ou seja,
que ainda ndo ocorreu biodegradacédo nos sistemas (MARIANO et al., 2008; COIMBRA,
2006; KRONBAUER, 2014).

Como é possivel observar nas tabelas 4 e 5, as razdes Pristano/nC'’ e Fitano/nC?®,
para as unidades controles, apresentaram, em sua maioria, valores menores que o limite de
quantificacdo do método, justificavel pelo fato de que nessas unidades as quantidades de
HTPs encontradas foram baixas, refletindo nas razoes.

Ja nas unidades contaminadas (tabelas 4 e 5 e Figuras 21 e 22), notou-se que as
razdes cresceram de forma discreta até o tempo 3. Do tempo 3 para 0 4, o crescimento é
mais acentuado, provavelmente porque 0S microrganismos presentes no meio ja eram
aqueles mais adaptados a presenca de 6leo no ambiente, fazendo com que a degradacéo
do dleo fosse maior. Esse periodo de adaptacdo e crescimento abrupto nas razfes esta de
acordo com o estudo desenvolvido por Silva (2016).

Com a introducéo das mudas no sistema, no tempo 4, notou-se que o crescimento
das raz6es continuou de forma acentuada, mostrando que a presenca de espécies vegetais
favorece o crescimento de microrganismos e, consequentemente, a degradacao do 6leo
presente no meio (GEHARDT et al. 2009; TRUU et al, 2015).

A partir do tempo 6, as razdes comecam a decrescer porque o pristano, o fitano, o
C17 e o C18 ja comecam a ficar degradados, a ponto de ndo ser mais possivel suas

guantificacdes pelo cromatografo.
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Tabela 4 — Razdes pristano/nC'” determinadas nas unidades de simulagéo, ao longo do tempo

PRISTANO/nCY

TO T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8
Cco1 <LQM 1,14 1,28 1,51 <LOM <LQM <LOM <LQM <LOQM
Cc02 <LQM 1,15 1,40 1,54 <LQM <LQM <LOQM <LQM <LQM
C03 <LQM 1,29 1,13 153 <LQM <LQM <LQM <LQM <LQM
1 0,80 0,90 0,90 1,33 3,51 6,42 1,43 2,45 <LQM
2 0,77 0,88 098 131 3,64 4,00 3,78 <LQM <LQM
3 0,78 0,90 0,9 1,18 3,64 11,35 9,46 1,55 <LQM
Tabela 5 — Razdes fitano/nC*® determinadas nas unidades de simulacéo, ao longo do tempo
FITANO/nC*®
TO T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8
C01 <LQMm <LQM <LOQM 0,84 <LOM <LQM <LOM <LQM <LQM
C02 <LQM <LQM <LQM 1,38 <LQM <LQM <LQM <LQM <LQM
C03 <LQMm <LQM <LOQM 1,00 <LOM <LQM <LOM <LQM <LQM
1 0,64 0,59 0,60 0,83 3,12 8,73 6,17 0,74 <LQM
2 0,56 0,57 0,62 0,81 3,09 11,06 5,09 2,33 <LQM
3 0,60 0,65 0,66 0,81 3,09 13,96 6,85 0,88 0,78

Figura 21 — Variacdes no tempo da razado pristano/nC17 para as unidades contaminadas
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Figura 22 — Variacdes no tempo da razao fitano/nC18 para as unidades contaminadas
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Figura 23 — Cromatogramas do 6leo presente nas amostras sedimento coletadas na unidade de simulacéo controle 1 (C01). A — Tempo 0. B — Tempo 4. C — tempo 8. D —

Sobreposicdo dos cromatrogramas referentes aos tempos 0 (azul), 4 (laranja) e 8 (verde)
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Figura 24 — Cromatogramas do 6leo presente nas amostras de sedimento coletadas na unidade de simulacéo controle 2 (C02). A— Tempo 0. B — Tempo 4. C —tempo 8. D —

Sobreposicédo dos cromatrogramas referentes aos tempos 0 (azul), 4 (laranja) e 8 (verde)
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Figura 25 — Cromatogramas do 6leo presente nas amostras de sedimento coletadas na unidade de simulacéo controle 3 (C03). A— Tempo 0. B — Tempo 4. C —tempo 8. D —

Sobreposicdo dos cromatrogramas referentes aos tempos 0 (azul), 4 (laranja) e 8 (verde)
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Figura 26 — Cromatogramas do 6leo presente nas amostras de sedimento coletadas na unidade de simula¢do contaminado 1. A — Tempo 0. B — Tempo 4. C — tempo 8. D —
Sobreposicdo dos cromatrogramas referentes aos tempos 0 (azul), 4 (laranja) e 8 (verde)
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Figura 27 — Cromatogramas do 6leo presente nas amostras de sedimento coletadas na unidade de simula¢éo contaminado 2. A — Tempo 0. B — Tempo 4. C — tempo 8. D —

Sobreposicdo dos cromatrogramas referentes aos tempos 0 (azul), 4 (laranja) e 8 (verde)
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Figura 28 — Cromatogramas do 6leo presente nas amostras de sedimento coletadas na unidade de simulagdo contaminado 3. A — Tempo 0. B — Tempo 4. C —tempo 8. D —
Sobreposicédo dos cromatrogramas referentes aos tempos 0 (azul), 4 (laranja) e 8 (verde)
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Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) sdo produtos do petréleo e
produtos de combustdo incompleta de hidrocarbonetos (PAQUIN et al., 2002), e como ja foi
discutido acima, representam uma das frac6es mais recalcitrantes presentes no 6leo (KE et
al, 2003; XU et al., 2014; REN et al., 2017). Estes compostos sao bastante estudados por
conta de seu potencial toxico, e por apresentarem efeitos carcinogénicos e mutagénicos
(IARC, 2010; SONG et al., 2012; FLORES-SERRANO et al., 2014).

A Agéncia Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (US EPA) considera o estudo
prioritarios de 16 HPAs, os quais foram determinados nas amostras de sedimento coletas
nas unidades de simulagéo e encontram-se quantificados nas tabelas 6 a 11.

As unidades de simulagdo controles apresentaram valores de degradacao total do
somatorio dos 16 HPAs avaliados muito similares entres si. No CO1 (tabela 6; Figura 29),
72% do somatdrio dos HPAs determinados no inicio do experimento foram degradados no
final. Na metade do experimento (T4 > 90 dias), que corresponde a fase de atenuacdo
natural, houve um aumento no SHPASs, que é justificado pelo fato que de a medida que os
microrganismos vao degradando o 6leo, metabdlitos vao sendo formados, acarretando na
formacgao de novos HPAs (WANG et al., 2014; AZUBUIKE et al., 2016). Ao final da etapa de
biorremediacao, foi observado um acréscimo de 15% no yHPAs. Ja a contribuicdo da etapa
da fitorremediagdo na remocdo desse contaminante foi de 76%, provando que a presenca
de mudas em sistemas de remediacdo facilita a degradacdo de compostos mais
persistentes do 6leo (OUVRARD et al., 2014; REN et al., 2017).

Alguns dos compostos presentes nos exsudatos de espécies vegetais sdo 0s
compostos fendlicos. Os microrganismos presentes na rizosfera que sdo capazes de
catabolizar esses compostos como fonte de carbono, geralmente apresentam enzimas que
podem metabolizar contaminantes com estruturas de anéis aromaticos similares
(CHAUDHRY et al.,, 2005). Os compostos fendlicos liberados pelas raizes das plantas
podem resultar em crescimento seletivo de certos microrganismos, favorecendo o aumento
da degradacao de poluentes recalcitrantes como HPAs (REN et al., 2017).

As unidades C02 e CO03 (tabelas 7 e 8; Figura 29) apresentaram taxas de
degradacéo total do HPAs de 76%, onde a contribuicdo da biorremediacdo na remocéao foi
de 32% e 38% e a da fitorremediacdo foi de 62% e 61%, respectivamente. Ao longo do
tempo também foram observadas oscilacdes positivas no $HPAs, justamente por conta da
formacéo de novos HPAs a partir da degradacao do dleo.

Nas unidades contaminadas a degradacao total do YHPAs se relacionou diretamente
com as caracteristicas fisicas do ambiente em que o experimento foi montando. A unidade
contaminada 1 estava posicionada proxima a uma janela, e, por conta disso, havia uma

maior incidéncia de luz, o que pode favorecer o desenvolvimento das espécies vegetais.
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Além disso, essa unidade estava mais distante do ar condicionado da sala de experimento,
fazendo com que a temperatura do mesocosmo criado fosse mais propicia para o
bioprocesso. A taxa de degradacédo total do YHPAs nessa unidade foi de 93%, onde a
contribuicdo da biorremediacéo foi de 74% e a contribuicdo da fitorremediacao foi de 75%
(tabela 9; Figura 30).

Observou-se, também, que a quantidade inicial do yHPAs nessa unidade foi muito
destoante das outras unidades. Durante o processo de montagem do experimento é
possivel que tenha havido algum tipo de contaminacdo, acarretando na entrada de HPAs
para o sistema. E por isso essa alta taxa de degradacao atribuida a biorremedia¢cdo nessa
unidade.

Na unidade contaminada 2, a taxa de degradacao total do YHPAs foi de 85%, sendo
a contribuicdo da biorremediacéo de 49% e a da fitorremediacéo de 70% (tabela 10; Figura
30). E na unidade contaminada 3, localizada mais proximo do ar-condicionado e mais
distante da janela, a degradacéo total foi de 65%, onde foi observado um aumento de 65%
nos valores de HPAs na etapa 1 do experimento, novamente por conta da geracdo de
metabdlitos oriundos da degradacdo de hidrocarbonetos. A contribuicdo da etapa 2 na
degradacdo foi de 78% (tabela 11; Figura 30). Ficou claro com esses resultados que a
temperatura e a luminosidade séo fatores limitantes para o bom funcionamento do sistema
de remediacgao proposto.

Inimeros estudos mostram que a fitorremediacdo e a biorremediacdo séo
metodologias eficientes para a remocdo de HTPs e HPAs presentes em sedimentos
contaminados. Contudo um grande impasse entre 0s pesquisadores da area é saber qual o
real contribuicdo das espécies vegetais na degradacédo do 6leo. Ja esta bem cosolidado que
existe uma maior remoc¢ao de contaminantes a partir da introdu¢cdo de mudas no sistema de
remediacdo, e os resultados obtidos nesse trabalho corroboram com essa hipGtese. Porém
ndo € possivel afirmar se isso ocorre por conta da influéncia das plantas na selecédo de
microrganismos melhores adaptados para degradacdo de compostos organicos, ou se as
espécies vegetais possuem, de fato, mecanismos capazes de extrair do sedimento e
degradar os compostos organicos em sua estrutura interna (OUVRARD et al., 2014; WANG
et al., 2014; AZUBUIKE et al., 2016; REN et al., 2017).

Para que fosse possivel inferir qual a real contribuicdo das plantas no processo de
degradacdo dos compostos organicos, seria hecessario que fossem realizadas extracdes de
6leo nas raizes, nos caules e nas folhas das espécies vegetais e que fosse estudada a
fisiologia das espécies escolhidas, para saber como o vegetal se comporta na presenca do

contaminante.
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Figura 29 — Variagdo no tempo da concentracdo do somatorio de HPAs presentes nas amostras de sedimento
coletadas nas unidades controles
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Figura 30 — Variagdo no tempo da concentragdo do somatoério de HPAs presentes nas amostras de sedimento

coletadas nas unidades

contaminadas
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Tabela 6 — Quantificacéo dos 16 HPAs prioritarios refere & unidade de simulacéo controle 1, ao longo do tempo

HPA EM SEDIMENTO CO1 (ug kg™

Naftaleno
Acenaftileno
Acenafteno
Fluoreno
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

2

TO
9,80
1,16
0,15
0,91
3,29
1,23

12,52
14,59
6,49
21,62
24,64
8,36
6,42
8,23
3,29
8,86

131,57

T1
1,95
1,36
0,29
2,11
4,27
<LQ
6,83
8,50
3,64

13,57
13,70
4,31
3,08
4,61
2,03
4,64
74,88

T2
30,31
4,72
2,30
9,45
9,79
0,69
9,20
11,17
4,18
13,41
15,17
5,27
3,97
3,92
2,72
4,26

130,52

T3
33,37
2,44
2,83
13,68
18,84
2,62
3,18
4,16
2,59
5,53
5,10
2,37
1,99
<LQ
6,11
1,15

105,97

T4
11,96
2,39
1,80
2,72
5,55
3,61
12,48
13,71
8,34
25,42
20,23
8,58
7,31
6,15
11,88
9,78
151,92

T5
16,60
1,58
<LQ
1,45
1,79
2,40
2,56
3,08
2,36
4,30
5,44
2,04
1,63
<LQ
2,75
<LQ
47,99

T6
16,62
1,54
1,59
1,45
1,46
2,41
2,29
2,55
2,13
3,76
4,43
4,22
1,58
<LQ
2,90
<LQ
48,94

T7
24,76
1,52
<LQ
1,31
1,54
2,40
2,40
2,82
191
2,77
2,57
1,33
1,39
<LQ
2,15
<LQ
48,86

T8
7,30
1,60
1,60
1,33
1,82
2,44
2,36
2,76
2,18
3,86
3,08
1,64
1,42
<LQ
3,68
<LQ

37,05




Tabela 7 — Quantificacéo dos 16 HPAs prioritarios refere a unidade de simulacdo controle 2, ao longo do tempo

HPA EM SEDIMENTO CO2 (ug kg?)

Naftaleno
Acenaftileno
Acenafteno
Fluoreno
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

2

TO
11,69
1,39
0,13
1,09
3,81
1,47
13,96
17,14
6,51
26,18
28,27
10,55
6,48
10,15
3,71
11,03

153,56

T1
4,47
1,34
<LQ
1,26
3,45
<LQ
6,89
8,27
4,63

11,59
13,27
4,74
3,36
4,24
291
4,75
75,18

T2
16,03
5,19
2,73
5,38
7,38
2,66
7,12
8,87
5,56
14,16
15,92
6,40
5,48
5,03
15,53
8,80

132,24

T3
38,48
8,29
5,07
39,28
58,91
4,12
10,13
12,31
7,60
22,05
18,11
8,17
6,13
6,71
22,25
10,38

277,99

T4
3,02
2,00
1,62
2,16
3,37
3,08
7,70
9,15
6,25

16,93

13,55
6,69
4,63
4,34

13,41
6,28

104,16

T5
19,84
1,73
<LQ
1,60
1,99
2,57
3,54
4,03
2,49
4,64
4,43
2,13
1,71
<LQ
3,53
<LQ
54,21

T6
1,74
1,59
<LQ
1,55
1,95
2,60
3,17
3,63
2,15
3,61
4,73
2,17
1,58
<LQ
3,87
<LQ

34,33

T7
24,25
1,65
<LQ
1,43
1,77
2,52
3,06
3,53
2,21
3,68
3,19
1,84
1,70
<LQ
3,14
<LQ
53,96

T8
10,10
1,61
<LQ
1,40
1,98
2,46
2,98
3,19
2,38
3,86
2,90
1,81
1,54
<LQ
3,14
<LQ

39,35




Tabela 8 — Quantificacéo dos 16 HPAs prioritarios refere a unidade de simulacdo controle 3, ao longo do tempo

HPA EM SEDIMENTO CO3 (ug kg?)

Naftaleno
Acenaftileno
Acenafteno
Fluoreno
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

)3

TO
11,75
1,42
0,17
0,90
3,88
2,00
13,27
16,46
7,64
28,09
27,76
10,47
6,55
9,59
4,31
10,67
154,91

T1
<LQ
1,34
<LQ
1,56
3,82
<LQ
7,82
8,72
5,56

15,10
13,68
4,41
3,10
5,86
2,75
4,96
78,68

T2
17,04
4,22
3,91
4,86
8,36
3,24
9,15
10,27
4,94
16,29
14,19
5,06
3,93
4,70
20,57
8,15
138,87

T3
27,80
5,83
5,76
30,11
42,23
3,44
4,61
6,32
3,45
9,69
9,43
5,02
2,96
2,37
16,43
3,84
179,27

T4
6,80
1,96
1,70
1,85
3,35
2,99
6,98
8,21
5,25

15,23
11,59
5,48
4,27
3,16
11,65
5,23
95,69

T5
7,96
1,96
1,62
2,03
4,23
3,03
8,20
8,53
5,49

13,30
11,98
4,66
3,83
3,25
11,05
4,05
95,17

T6
35,79
1,78
1,66
1,88
2,27
2,74
4,25
4,78
2,66
5,91
4,50
2,45
2,04
<LQ
3,99
0,40
77,09

T7
33,15
1,63
<LQ
1,59
2,25
2,47
3,28
3,93
2,30
4,16
3,56
1,96
1,71
<LQ
2,08
<LQ
64,08

T8
8,94
1,69
<LQ
1,37
1,73
2,49
2,92
3,36
2,23
3,74
2,90
1,58
1,66
<LQ
2,76
<LQ

37,37




56

Tabela 9 — Quantificac@o dos 16 HPAs prioritérios refere & unidade de simulacdo contaminado 1, ao longo do tempo

HPA EM SEDIMENTO 1 (ug kg

TO T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8
Naftaleno 383,70 101,80 357,64 386,96 195,01 106,44 96,96 35,87 32,41
Acenaftileno 12,51 28,49 89,78 38,85 24,80 19,22 14,70 14,95 8,09
Acenafteno 136,05 27,05 134,82 50,31 60,31 52,61 36,69 33,45 44,90
Fluoreno 1159,38 454,80 556,60 412,62 339,33 211,39 112,93 135,44 159,33
Fenantreno 8386,89  2846,14 3800,66 282859 1781,71 938,30 565,31 469,33 172,50
Antraceno 202,80 67,68 72,03 38,35 35,07 23,51 16,20 16,90 19,23
Fluoranteno 61,28 25,67 37,60 24,75 11,37 13,72 3,87 6,41 12,20
Pireno 645,36 263,94 290,68 315,71 138,62 67,38 52,03 42,08 52,24
Benzo (a) antraceno 90,80 33,14 112,95 84,12 31,78 22,34 17,69 10,94 17,04
Criseno 100,22 73,18 1163,47 1137,00 334,07 196,89 158,48 116,02 179,61

Benzo (b) fluoranteno 117,77 68,52 21,64 17,50 7,69 4,86 4,17 3,59 5,60
Benzo (K) fluoranteno 34,39 18,12 5,47 5,61 29,64 21,64 16,61 13,01 18,64
Benzo (a) pireno 279,66 70,19 270,12 318,79 78,20 48,88 39,10 29,73 41,97
Indeno (123cd) pireno 47,61 <LQ 49,14 31,70 2,07 0,94 <LQ <LQ <LQ
Dibenzo(ah)antraceno 26,05 2,77 6,66 26,75 5,05 2,28 5,27 3,82 7,31
Benzo (ghi) perileno 28,20 4,92 86,65 86,30 12,03 7,71 6,33 4,84 7,14

> 11712,65 4086,41 7055,92 5803,93 3086,77 1738,10 1146,35 936,37 778,22




Tabela 10 — Quantificac@o dos 16 HPAs prioritarios refere a unidade de simulacdo contaminado 2, ao longo do tempo
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HPA EM SEDIMENTO 2 (ug kgt

TO

Naftaleno 86,02

Acenaftileno 9,30
Acenafteno 26,66
Fluoreno 260,02
Fenantreno 1482,43
Antraceno 36,18
Fluoranteno 19,75
Pireno 123,70

Benzo (a) antraceno 16,25
Criseno 29,21

Benzo (b) fluoranteno 9,39
Benzo (K) fluoranteno 38,73
Benzo (a) pireno 112,05

Indeno (123cd) pireno 1,74

Dibenzo (ah) antraceno 4,07

Benzo (ghi) perileno 2,92

3 2258,40

T1
210,13
27,50
33,15
461,97
2802,46
87,64
64,72
260,80
36,36
73,63
75,68
17,44
82,82
<LQ
2,89
5,51
4242,71

T2
125,98
15,85
24,65
166,22
971,51
23,03
12,76
67,82
26,49
209,52
4,17
20,19
49,17
0,84
2,41
9,65
1730,26

T3
591,55
55,42
73,64
724,63
3602,71
77,89
33,78
395,03
115,07
1336,83
21,43
7,92
351,94
38,28
34,40
92,70
7553,23

T4
95,75
12,54
24,20

144,52
679,03
18,23
6,76
58,56
15,42
18,27
4,86
18,43
44,60
<LQ
4,38
7,89
1153,45

T5
41,91
11,08

9,70
100,73
382,44

11,89
6,81
33,29
13,94
113,31
11,87
12,41
31,25

1,37

2,01

4,93
788,93

T6
44,76
9,53
28,04
98,65
428,03
12,82
3,04
48,53
13,83
120,77
3,96
10,48
30,53
<LQ
4,00
5,02
862,01

T7
13,83
7,77
18,18
65,47
212,93
8,45
8,07
27,60
8,02
64,72
2,68
8,72
18,46
0,81
3,52
2,79
472,02

T8
16,87
7,47
7,95
57,90
39,92
9,20
5,22
25,38
61,52
75,47
2,96
8,24
19,95
<LQ
3,78
2,92
344,74




Tabela 11 — Quantificac@o dos 16 HPAs prioritarios refere a unidade de simulacdo contaminado 3, ao longo do tempo

HPA EM SEDIMENTO 3 (ug kg

TO T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8
Naftaleno 69,52 159,36 324,88 430,34 140,57 104,14 49,58 23,10 22,18
Acenaftileno 15,22 26,80 97,52 44,05 20,04 19,43 7,92 12,44 10,75
Acenafteno 40,04 26,85 135,41 55,60 34,82 26,12 23,61 13,51 11,38
Fluoreno 182,91 356,55 639,36 560,89 296,30 255,64 82,35 108,89 103,38
Fenantreno 1054,51 2353,39 3964,05 3810,68 1626,16 1118,14 420,02 394,23 194,62
Antraceno 23,09 47,33 91,32 73,51 41,01 27,99 13,07 13,78 13,02
Fluoranteno 5,31 20,22 22,42 44,18 12,30 18,00 4,90 7,19 3,76
Pireno 98,90 266,70 338,89 515,53 133,40 100,18 41,62 43,61 38,81

Benzo (a) antraceno 11,04 61,94 107,42 185,46 20,57 20,84 14,41 11,24 13,05
Criseno 22,47 819,85 1206,29 1827,13 283,46 227,10 111,94 122,79 120,65

Benzo (b) fluoranteno 9,59 78,44 20,99 37,85 6,90 6,92 3,75 3,34 5,57
Benzo (K) fluoranteno 29,14 15,45 5,03 12,20 24,43 24,48 11,23 11,05 11,61
Benzo (a) pireno 69,49 110,70 274,92 110,22 64,63 58,50 27,00 27,21 30,95

Indeno (123cd) pireno 0,65 2,65 45,97 47,66 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ

Dibenzo (ah) antraceno 5,90 2,90 3,94 43,19 2,84 7,21 2,71 3,41 3,57

Benzo (ghi) perileno 2,02 5,13 81,06 110,22 12,89 9,44 4,11 4,12 5,03

> 1639,80 4354,26 7359,47 7908,71 2720,33 2024,12 818,23 799,92 588,32
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4.3.6 Modificacdes morfolégicas da espécie Rhizophora mangle na presenca de
sedimento contaminado por 6leo

O monitoramento das mudas da espécie Rhizophora mangle encontra-se nas figuras
31 a 37. Observou-se que as mudas de mangue dessa espécie sado resistentes a presenca
de 6leo no sedimento, ja que ndo houve decréscimo significativo na biomassa das raizes e
dos caules das espécies vegetais, ao longo do tempo; na altura das mudas; nem no
diametro da base do caule.

Com o passar do tempo, notou-se que, nas unidades contaminadas, as folhas caiam
com mais frequéncia que nas unidades controles, motivo pelo qual a biomassa das folhas e
0S seus comprimentos e larguras maximas tiveram uma diferenca significativa entre as
unidades controles e as contaminadas, vide figuras 31, 36 e 37. Notou-se também que o0s
caules tornavam-se mais amarelados. Porém néo foram observadas mortes das mudas em
nenhuma das unidades e foi visto que os brotos continuavam a se formar tanto nos aquarios
controles quanto nos contaminados.

Em estudos com outras espécies de mangues, constatou-se que a biomassa e 0s
indices de crescimento das espécies vegetais sofriam reducdo por conta da presenca de
hidrocarbonetos no sedimento, com o passar do tempo (ZHANG et al., 2007; KE et al., 2011;
WANG et al., 2014; REN et al., 2017). A justificativa para tal fato é que plantas sdo mais
sensiveis aos hidrocarbonetos de baixo peso molecular, que sdo sollveis e podem se
difundir facilmente através da membrana plasmatica e entrar nos tecidos das mesmas. Além
disso, esses contaminantes poderiam reduzir a agua e 0s nutrientes disponiveis para
plantas em um substrato poluido, levando a um declinio no rendimento da planta (REILLEY
et al., 1996; REN et al., 2017).

Porém, as espécies de mangues neste estudo s6 foram plantadas no tempo 4,
decorridos 90 dias de experimento. As fracbes com menores pesos moleculares do petréleo
ja haviam sido, em sua maioria, degradadas pelos microrganismos, na fase de atenuacao
natural. Por conta disso, ndo houve mudancas significativas nos indices avaliados entre as
unidades controles e as unidades contaminadas.

Esses resultados estéo de acordo com os resultados encontrados por Moreira (2011)
e por Silva (2016), onde eles também observaram que a Rhizophora mangle possui certa
tolerdncia a contaminagdo orgéanica, devendo possuir mecanismos que blindam as mesmas
contra os efeitos adversos do 6leo presente em sedimentos de manguezal, fazendo com
que elas sejam capazes de auxiliar na degradacédo da fracdo mais recalcitrante do 6leo.

Este € um dado importante, pois a Rhizophora mangle é uma das trés espécies de
mangue encontradas no litoral brasileiro, por isso sua resisténcia a contaminagdo por

petroleo faz com que a tecnologia desenvolvida pelo presente trabalho se torne uma
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ferramenta totalmente aplicavel aos manguezais que por ventura venham a ser

contaminados por petréleo e seus derivados.

Figura 31 — Biomassa média das folhas presentes nas unidades contaminadas e unidades controles, ao longo
do tempo

Biomassa (folhas)

— 0.50 -

2o

T 0.40 -~

©

g 0.30 - H Controle

@ 0.20 - B Contaminado
0.10 -
0.00 -

Tempo 5 Tempo 6 Tempo 7 Tempo 8

Tempo

Fonte: autor, 2017.

Figura 32 — Biomassa média das raizes presentes nas unidades contaminadas e unidades controles, ao longo
do tempo
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Figura 33 — Biomassa média dos caules presentes nas unidades contaminadas e unidades controles, ao longo
do tempo
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Figura 34 — Altura média das espécies de mangue presentes nas unidades controles e nas unidades
contaminadas, ao longo do tempo
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Figura 35 — Média do diametro da base do caule (DBC) das espécies de mangue presentes nas unidades

controles e nas unidades contaminadas, ao longo do tempo
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Figura 36 — Comprimentos médios das folhas das espécies de mangue presentes nas unidades controles e nas

unidades contaminadas, ao longo do tempo
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Figura 37 — Larguras médias das folhas das espécies de mangue presentes nas unidades controles e nas
unidades contaminadas, ao longo do tempo
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4.4 CONCLUSOES

Este estudo foi conduzido a fim de investigar a remediagcdo de HTPs e HPAs em
sedimentos de manguezal, com o intuito de contribuir com o desenvolvimento de uma
tecnologia mais eficiente, de facil aplicagédo e de baixo custo, como é o caso do bioprocesso.

Ao final do experimento, constatou-se que a aplicagdo sequenciada das técnicas de
biorremediacao e fitorremediacao foi eficiente na remocdo dos HTPs e HPAs presentes em
sedimentos de manguezal.

O monitoramento do crescimento de microrganismos presentes no sedimento ndo
resultou em respostas contundentes, visto que houve muita oscilagdo no crescimento das
colénias, ndo sendo possivel relaciona-las com nenhum dos parametros geoquimicos
avaliados.

A resposta morfolégica das plantas indicou que a toxicidade do petroleo nao
interferiu no crescimento das mesmas, indicando que a Rhizophora mangle é uma espécie
tolerante aos hidrocarbonetos e que elas possuem um papel de enorme importancia na

degradacédo dos compostos mais recalcitrantes do petréleo.
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5 CONCLUSAO GERAL

Para se ter uma visdo mais holistica do funcionamento e dos mecanismos que regem
0 bioprocesso desenvolvido nesse trabalho sugere-se que pesquisas futuras realizem a
identificac@o e o isolamento das bactérias capazes de degradar composto de petréleo, para
gue o bioprocesso seja aprimorado. Sugere-se também que sejam realizadas extracdes de
Oleo nas raizes, nos caules e nas folhas das espécies vegetais, para que seja possivel
afirmar qual a real contribuicdo das plantas no processo de degradacdo dos compostos
organicos. Recomenda-se que seja feito um estudo da fisiologia vegetal da espécie
utilizada, com o intuito de entender os processos que 0S contaminantes podem exercer
sobre os tecidos vegetais. E por fim, recomenda-se que os exsudatos liberados pelas raizes

sejam identificados e avaliados.
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