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SANTOS, Naiara Cristina Pereira dos. Mangue preto (Avicennia schaueriana) na
fitorremediagdo de hidrocarbonetos policiclicos arométicos em sedimento de
manguezal contaminado por petroleo. 48 f. il. 2019. Dissertacdo (Mestrado em
Geoquimica: Petrdleo e Meio Ambiente) — Instituto de Geociéncias, Universidade
Federal da Bahia, Salvador, 2019.

RESUMO

Nas ultimas décadas ocorreram inlUmeros vazamentos de petréleo em mares e
oceanos, afetando principalmente estuarios e manguezais. Entre 0s principais
componentes do petréleo, os Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPAs) tém
sido considerados como poluentes prioritarios pela USEPA - Agéncia de Protecéo
Ambiental dos Estados Unidos - devido aos seus efeitos téxicos, carcinogénico e
mutagénico. Desse modo, as questbes envolvendo os ambientes marinhos tém
trazido grande preocupacdo, sendo imprescindivel a aplicagdo de medidas que
minimizem os impactos gerados por essas atividades. Tratando-se do ecossistema de
manguezal, uma das alternativas de destaque é a fitorremediacdo. Portanto, neste
estudo, foi desenvolvido um sistema em circunstancias laboratoriais utilizando a
Avicennia schaueriana, uma espécie de mangue conhecida popularmente como
mangue preto, para fitorremediar HPAs em sedimentos de manguezais contaminados
por petréleo bruto. A biorremediacéo intrinseca foi utilizada como experimento de
referéncia para verificacdo do comportamento dos microrganismos indigenas. O
sistema consistiu em simular as condi¢cdes semelhantes ao manguezal durante 3
meses e nos intervalos de 20, 40, 60 e 90 dias os parametros fisico-quimicos e
biogeoquimicos foram analisados. ApG6s 90 dias, foi possivel verificar que o
experimento da atenuacao natural, ao somar as concentracdes dos 16 HPAs, obteve
reducdo de 10.299 pg/kg para 5.315 pg/kg, entretanto no modelo da fitorremediacao
o comportamento foi de aumento ao avaliar o somatorio dos 16 HPAs, saindo de
10.299 pg/kg para 16.187 pg/kg. Este resultado indica que a fitorremediagdo com
Avicennia schaueiana esteve embasada, principalmente, no mecanismo da
fitoimobilizag&o/fitoestabilizacdo, onde o Oleo ficou retido na rizosfera. Este
comportamento foi favorecido pelas interacées dos HPAs com os exsudatos liberados
pelas raizes. As caracteristicas granulométricas do sedimento foi outro fator que
influenciou adsor¢cdo dos HPAs ao sedimento. Desse modo, a experiéncia mostrou
que fitorremediacdo com A. shaueriana é uma alternativa promissora na imobilizacao
de HPAs em ambientes de manguezal, fazendo-se necessario analises em uma
escala maior de tempo e avaliagdo para associacdo com outras técnicas, como por
exemplo, a bioestimulacdo, a fim de aumentar a eficiéncia na recuperacdo de
ambientes impactados por HPAs provenientes de atividades petroliferas.

Palavras-Chave: Fitorremediagéo, fitoestabilizagdo, 6leo, HPAs, exsudatos.
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ABSTRACT

In recent decades there have been numerous oil spills in seas and oceans, affecting
mainly estuaries and mangroves. Among the major components of petroleum,
Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAHs) have been recommended as priority
pollutants by the United States Environmental Protection Agency (USEPA) - because
of their toxic, carcinogenic and mutagenic effects. Thus, issues involving marine
environments have brought great concern, and it is imperative to apply measures that
minimize the impacts generated by these activities. As for the mangrove ecosystem,
one of the most important alternatives is phytoremediation. Therefore, in this study, a
system was developed under laboratory conditions using Avicennia schaueriana, a
mangrove species popularly known as a black mangrove, for phytoremediation of
HPASs in mangrove sediments contaminated with crude oil. Intrinsic bioremediation was
used as a reference experiment to verify the behavior of indigenous microorganisms.
The system consisted in simulating the conditions similar to the mangrove for 3 months
and in the intervals of 20, 40, 60 and 90 days the physical-chemical and
biogeochemical parameters were analyzed. After 90 days, it was possible to verify that
the natural attenuation experiment, when adding the concentrations of the 16 HPAs,
obtained a reduction from 10,299 ug/kg to 5,315 pjg/kg, however in the
phytoremediation model the behavior was increased to to evaluate the sum of the 16
HPAs, going from 10,299 pg/kg to 16,187 pg/kg. This result indicates that
phytoremediation with Avicennia schaueiana was mainly based on the
phytoimobilization/phytostabilization mechanism, where the oil was retained in the
rhizosphere. This behavior was favored by the interactions of HPAs with exudates
released by the roots. The granulometric characteristics of the sediment was another
factor that influenced the adsorption of HPAs to the sediment. Thus, experience has
shown that phytoremediation with A. shaueriana is a promising alternative in the
immobilization of PAHs in mangrove environments, requiring a larger scale of time and
evaluation for association with other techniques, such as bioestimulation, in order to
increase the efficiency in the recovery of environments impacted by HPAs from oll
activities.

Keywords: Phytoremediation, phytostabilization, oil, PAHs, exudates.
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1 INTRODUCAO

Os Hidrocarbonetos Policiclicos Aroméaticos (HPAsS) sdo compostos organicos
contendo somente carbono e hidrogénio, de dois ou mais anéis benzénicos
combinados, formando diferentes arranjos (ABDEL-SHAFY; MANSOURB, 2016;
ADENIJI; OKOH, O.; OKOH, A., 2017). Sdo componentes do petroleo e originam-se
durante a combustdo incompleta de matéria organica (RAVINDRA; SOKHI; GRIEKEN,
2008; VOLLHARDT; SCHORE, 2013; FANBO; JIE, 2015). Devido aos seus efeitos
toxicos, carcinogénico e mutagénico tém sido considerados como poluentes
prioritarios pela USEPA - Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos - e vém
sendo amplamente documentados em estudos (MARQUES, 2012; MAN et al., 2013;
YUAN et al., 2014; ALAWI; AZEEZ, 2016; LELIS et al., 2017).

A USEPA determinou 16 HPAs como poluentes orgéanicos prioritarios, que
apresentam de 2 a 6 anéis aromaticos fundidos entre si e propriedades fisico-quimicas
variando de acordo com a massa molecular (RUBAILOA; OBERENKOB, 2008; JIAO
et al., 2017). Sao eles: naftaleno, acenaftileno, acenafteno (apresentam dois anéis
benzénico) fluoreno, fenantreno, antraceno (apresentam trés anéis benzénico),
fluoranteno, pireno, benzo(a)antraceno, criseno (apresentam quatro anéis benzénico),
benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno (apresentam cinco aneéis
benzénico), indeno(1,2,3-c,d)pireno, dibenzo(a,h)antraceno, benzo(ghi)perileno)
(apresentam seis anéis benzénico) (WICK et al., 2011).

Os HPAs apresentam uma ampla distribuicdo no meio ambiente, sdo altamente
persistentes e possuem elevada tendéncia a bioacumulacdo (BANACH-SZOTT et al.,
2015; MALETIC et al., 2019). Estas caracteristicas ocorrem, principalmente, devido
ao seu carater hidrofobico. Deste modo os HPAs sdo facilmente adsorvidos em
particulas e apresentam uma tendéncia a se agregar as fases sélidas, como o material
particulado terrestre ou atmosférico, matéria organica dissolvida, aos tecidos
bioldgicos e aos sedimentos (MARQUES, 2012; YANG et al., 2015; ABDEL-SHAFY;
MANSOURB, 2016).

Consideraveis quantidades de HPAs langcados ao meio marinho séo originarias
principalmente por derramamentos de petroleo e dos seus derivados, sendo as zonas
costeiras uma das primeiras a serem atingidas (KE et al., 2002; LU et al. 2011; DUKE,
2016). Em paises tropicais e subtropicais, as regifes litorAneas apresentam uma

ampla extensdo de manguezais, que sao ecossistemas de grande importancia



ecoldgica (SOARES et al., 2003; MUMBY et al., 2004; GHIZELINI et al., 2019). Estes
ecossistemas abrigam uma rica diversidade de fauna e flora, transportam biomassa e
nutrientes para o0 mar e agem como bercario de organismos marinhos
(MACFARLANE; KOLLER; BLOMBERG, 2007; GHIZELINI; MENDONCA-HAGLER;
MACRAE, 2012; VAEZZADEH et al.,, 2015). As respostas do manguezal a este
impacto dependem de fatores quimicos, fisicos e microbiolégicos, tais como: a
quantidade de Oleo derramado, a composicdo, o0 hidrodinamismo do local,
disponibilidade de nutrientes, a temperatura, granulometria do sedimento, a
composicdo da comunidade microbiana, dentre outros fatores, que irdo ajudar a
determinar sua toxicidade e seu tempo de permanéncia no ambiente (COLOMBO et
al., 2005; ANDRADE; TAVARES; MAHLER, 2007; MOREIRA et al., 2016).

Existem diversas técnicas de remediacdo que podem ser empregadas em
areas contaminadas por hidrocarbonetos. Podendo ser realizadas “in situ” (realizado
na area contaminada) ou “ex situ” (realizado fora da area contaminada) e ainda
caracterizadas como ativa (remocdo, degradacdo ou transformacdo) ou passiva
(contencédo e monitoramento) (MOREIRA et al., 2011; CARDOSO; LODI; BARROS,
2017; PITTARELLO et al., 2017). Contudo, nos ultimos anos a preferéncia tem sido
por procedimentos que apresentem, como prioridade, o baixo risco ambiental e baixo
custo economico. Dentro deste contexto, a biotecnologia oferece uma alternativa
baseada no uso de plantas e seus microrganismos associados para remediar
ambientes contaminados, denominada de fitorremediacdo (VASCONCELLOS;
PAGLIUSO; SOTOMAIOR, 2012; LIM; LAU; POH, 2016; CRISTALDI et al., 2017)

Fitorremediacédo pode ser definida como o uso de plantas a fim de recuperar
ambientes contaminados para niveis menos nocivos (ANDRADE; TAVARES;
MAHLER, 2007; WANG et al. 2012; RICHTER et al., 2016). Outra definicdo diz que a
técnica utiliza plantas e seus microrganismos para estabilizar, extrair, acumular,
degradar ou transformar, contaminantes de origem organica e/ou inorganica
presentes em ambientes aquaticos, terrestres e atmosféricos (SUSARLA; MEDINA,;
MCCUTCHEON, 2002; NDIMELE, 2010; WANG et al. 2012) A fitorremediacéo tem
obtido aceitagdo nos ultimos anos como alternativa complementar para métodos
baseados em engenharia de remediacéo, e seu uso tem sido corroborado por muitos
autores (CUNNINGHAM et al.,, 1996; US EPA, 2001; SUSARLA; MEDINA;
MCCUTCHEON, 2002; HUANG et al.,, 2004; PILON-SMITS, 2005; ANDRADE;
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TAVARES; MAHLER, 2007; MOREIRA et al., 2011; WANG et al. 2012; XIAO et al.,
2015; ODOH et al., 2019; SARMA; NAVA; PRASAD, 2019)

O uso da fitorremediacéo tem se expandido em paises como Estados Unidos,
Canada e Alemanha, devido a sua ampla viabilidade técnica e econémica. No Brasil,
sua aplicabilidade ainda € pequena, apesar de apresentar condi¢cdes climaticas e
ambientalmente favoraveis (MARQUES; AGUIAR; SILVA, 2011; ANDRADE et al.,
2014). Segundo Vasconcellos et al. (2012), alem de ser financeiramente viavel e
possuir baixo risco ao ambiente, a técnica apresenta outras inUmeras vantagens que
devem ser consideradas. Entre as principais, vale destacar, a viabilidade de aplicacéo
in situ em areas extensas, a possibilidade em remediar diferentes tipos de poluentes,
a capacidade de remediar aguas contaminadas, solo, sedimentos e o ar, a facilidade
na monitorizacdo das plantas, a possibilidade de ser combinada com outros métodos
de descontaminacao, o favorecimento na conservacao dos recursos naturais, visto
gue as plantas auxiliam no controle dos processos erosivo, edlico e hidrico e por ser
um método esteticamente bem aceito pela sociedade (MARQUES; AGUIAR; SILVA,
2011; MARIANO; OKUMURA, 2012; SILVA et al., 2019).

Dependendo do tipo de contaminante, a planta pode utilizar diferentes
mecanismos para a remediagdo, como a fitodegradacéo, a fitoestabilizacdo, a
fitoextragao, a fitovolatilizagdo, ou a fitoestimulagdo (CUNNINGHAM et al., 1996;
GERMIDA; FRICK; FARRELL, 2002; MAGALHAES et al., 2011; AGUIAR; LOPES;
BARBOSA, 2012; RIBEIRO et al., 2014). No caso de sedimentos contaminados com
Oleo, o efeito da fitorremediacdo € baseado principalmente na rizosfera e sua
interagdo com microrganismos que estimulam a degradacdo (HUESEMANN et al.,
2009; LU et al., 2011; WANG et al., 2012). As plantas podem estimular em suas raizes
o desenvolvimento desses microrganismos em funcdo da liberacdo de exsudatos
(aminoécidos, agucares simples, carboidratos, enzimas, etc.) pela rizosfera da planta,
servindo de fonte de nutrientes e energia para os mesmos (GAO et al.,, 2010;
HAICHAR et al., 2014; LU; SUN; ZHU, 2017).

Para a aplicacao da fitorremediacéo é de grande relevancia o uso de espécies
gue sdo endémicas da area a ser remediada, pois estas plantas sdo adaptadas as
condicbes do local e possuem interagbes com 0S microrganismos na &area
estabelecida (VIANA et al., 2007; ARGENTA, 2011). A comunidade vegetal do
manguezal, por exemplo, é diferente de qualquer outro tipo, uma vez que as condicdes

adversas e peculiares do ambiente condicionam o aparecimento de poucas espécies
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(RAMOS; GERALDO, 2006; GHOSH, 2011). As principais espécies de mangue sao
plantas de porte arbéreo, composta por uma intensa vegetacdo de halofitas (ALVES;
FILHO; PERES, 2001; SPALDING; KAINUMA; COLLINS, 2010). A espécie Avicennia
schaueriana tem recebido destague quando o assunto € fitorremediacdo em
manguezais, devido a eficiéncia em remediar (ou auxiliar na remedia¢cdo) compostos
organicos presente em sedimento, sendo corroborada pelos estudos de Moreira et al.,
2013, Chequer et al., 2017 e Dealtry et al., 2018.

Diante deste cenario, faz-se necessario investigar a eficiéncia da Avicennia
schaueriana na fitorremediacdo de HPAs em sedimento de manguezal. Para isso, foi
desenvolvido um sistema de simulacdo do manguezal onde o sedimento utilizado foi
contaminado com petrdleo bruto da bacia do recéncavo, e durante 90 dias os
parametros fisico-quimicos e biogeoquimicos foram monitorados. O experimento foi
divido em fitorremediacdo (Avicennia schaueriana) e biorremediacdo intrinseca

(atenuacéo natural).

2 OBJETIVOS
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O obijetivo principal deste estudo é avaliar a eficiéncia de um sistema, utilizando
a espécie Avicennia schaueriana, para fitorremediar Hidrocarbonetos Policiclicos

Aromaticos em sedimentos de manguezal contaminados por petroleo.
Os objetivos especificos séo:

= aplicar um modelo de simulacdo da fitorremediacdo, utilizando a Avicennia
schaueriana, em escala laboratorial;

* monitorar o comportamento temporal dos 16 HPAs prioritarios, determinados pela
USEPA, durante os 3 meses de simulagao experimental;

» investigar de forma integrada os processos e interagdes biogeoquimicas durante a
simulacdo experimental;

= avaliar como os processos biogeoquimicos agem integrados na degradacéo dos 16
HPAs prioritarios, durante a simulagéo da fitorremediacéo;

= verificar a eficiéncia da fitorremediacdo quando comparada com biorremediacéo
intrinseca (atenuacgéo natura) na degradacao dos HPAs; e

= avaliar a influéncia dos parametros fisico-quimicos durante a aplicacdo da

fitorremediagdo em sedimentos contaminados com HPAs.
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3 FITORREMEDIACAO USANDO Avicennia schaueriana EM SEDIMENTO DE
MANGL}EZAL CONTAMINADO POR HIDROCARBONETOS POLICICLICOS
AROMATICOS ORIUNDOS DE ATIVIDADES PETROLIFERAS

RESUMO

As questbes envolvendo os ambientes marinhos tém trazido grande preocupacao,
sendo imprescindivel a aplicacdo de medidas que minimizem os impactos. Portanto,
neste estudo, foi desenvolvido um sistema utilizando a Avicennia schaueriana, para
fitorremediar HPAs em sedimentos de manguezais contaminados por petrdleo bruto.
O sistema consistiu na simulacdo das condicbes do manguezal durante 3 meses e
nos intervalos de 20, 40, 60 e 90 dias os parametros fisico-quimicos e biogeoquimicos
foram analisados. Apds 90 dias foi possivel verificar que as concentracdes dos 16
HPAs aumentaram, saindo de 10.299 ug/kg para 16.187 pg/kg. Os resultados
demonstraram que a fitorremediagdo com A. schaueriana esteve embasada,
principalmente, no mecanismo da fitoestabilizagao ou fitoimobilizacdo. Os exsudatos
liberados pelas raizes podem ter favorecido as interagcdes dos HPAs com o meio.
Sendo assim, a experiéncia mostrou que fitorremediacdo com A. shaueriana € uma
alternativa promissora na imobilizacdo de HPAs em ambientes de manguezal.
Fazendo-se necessério analises em uma escala maior de tempo e avaliagdo para
associacdo com outras técnicas, como por exemplo, a bioestimulacédo, a fim de
aumentar a eficiéncia na recuperacdao de ambientes impactados por HPAs
provenientes de atividades petroliferas.

ABSTRACT

The issues involving marine environments have brought great concern, and it is
essential to apply measures that minimize impacts. Therefore, in this study, a system
using Avicennia schaueriana was developed to phytoremediate HPAs in mangrove
sediments contaminated by crude oil. The system consisted of simulating mangrove
conditions during 3 months and at intervals of 20, 40, 60 and 90 days the
physicochemical and biogeochemical parameters were analyzed. After 90 days it was
possible to verify that the 16 HPA concentrations increased from 10,299 ug/kg to
16,187 pg/kg. The results showed that phytoremediation with A. schaueriana was
mainly based on the mechanism of phytostabilization or phytomobilization. Root
exudates may have favored PAH interactions with the medium. Thus, experience has
shown that phytoremediation with A. shaueriana is a promising alternative for
immobilizing PAHs in mangrove environments. Larger time analyzes and evaluation
are required for association with other techniques, such as biostimulation, in order to
increase the recovery efficiency of HPA-impacted environments from petroleum
activities.

3.1 INTRODUCAO

Os Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPAs)fazem parte da
composi¢cdo quimica do petréleo, estando presentes no 6leo bruto e nos seus
derivados. S&o formados por carbono e hidrogénio, de dois ou mais anéis benzénicos
combinados, dispondo de diferentes arranjos (VOLLHARDT; SCHORE, 2013;
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ABDEL-SHAFY; MANSOURB, 2016; ADENIJI; OKOH; OKOH, 2017). Devido a
natureza recalcitrante e hidrofébica, os HPAs s@o extremamente dificeis de remover
do ambiente, pois se ligam fortemente as particulas suspensas e consequentemente
se acumulam nos sedimentos (YU et al. 2005; PERELO, 2010; LIU et al., 2014).

Uma das piores formas de poluicdo ambiental quando se trata dos HPAs é o
derramamento de petréleo em mares e oceanos, pois € um tipo de vazamento muito
dificil de conter e que atinge, principalmente, as zonas costeiras (KE et al. 2002;
KUMARI; REGAR; MANICKAM, 2018). Sendo 0os manguezais, que Sao ecossistemas
de grande importancia ecoldgica, um dos ambientes mais afetados (MUMBY et al.,
2004; GHIZELINI et al. 2019). O ecossistema de manguezal apresenta grande papel
para o equilibrio da zona costeira, tornando extremamente importante a sua protecao
e recuperagcdo (ALVES; FILHO; PERES, 2001; SPALDING; KAINUMA; COLLINS,
2010)

Os manguezais sao habitats heterogéneos com uma variedade incomum de
animais e plantas adaptados as condicbes anaerdbicas, altamente salina e
frequentemente inundadas (KULKARNI; DEOBAGKAR; ZINJARDE, 2018;
TIRALERDPANICH; SONTHIPHAND, 2018). Rico em nutrientes, entre eles
nitrogénio, fosforo e material organico, devido a existéncia da deposicéo de raizes e
material vegetal, e da decomposicdo, sobretudo, por bactérias anaerobicas que
colonizam sedimentos com baixos teores de oxigénio (MACFARLANE; KOLLER;
BLOMBERG, 2007; REEF; FELLER; LOVELOCK, 2010). Este bioma € de extrema
importancia para o equilibrio ambiental e para a manutencdo da vida marinha, pois
abriga uma grande biodiversidade e consiste em um bercario natural para varias
espécies (VAEZZADEHA et al., 2015; ROSARIO; ABUCHAHLA, 2018).

Em conjunto com o crescimento econdmico, as questbes ambientais
envolvendo manguezais, tém trazido grande preocupacdo, sendo imprescindivel a
aplicacdo de medidas que minimizem os impactos gerados pela exploragcdo do
petréleo (SUSARLA et al., 2002; AGNELLO et al., 2016). Existem muitos métodos
potenciais importantes para controlar e remediar sedimentos contaminados com
HPAs, incluindo remediacdo fisica, remediacdo quimica, biorremediacdo e
fitorremediagcdo (KUPPUSAMY et al., 2017; MALETIC et al., 2019).

A fitorremediacédo, aplicacdo de plantas para melhorar a biodegradacédo e
remocao de poluentes, é uma abordagem econémica, conveniente e ambientalmente

aceitdvel para o tratamento de contaminantes organicos, incluindo HPAs, em
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sedimentos (GAN; LAU; NG, 2009; NDIMELE, 2010; RICHTER et al., 2016;
GERHARDT etal., 2017). Dependendo da natureza fisico-quimica ou da caracteristica
do poluente, a planta utiliza diferentes mecanismos, sendo 0s mais importantes:
fitodegradacdo, fitoestabilizacao/fitoimobilizacdo, fitoextracdo, fitovolatizacdo e
fitoestimulagdo (MCPHERSON, 2007; AGUIAR, 2012; MEJIA et al., 2014).

No caso de sedimentos contaminados com 0leo, o efeito da fitorremediagéo é
baseado principalmente na rizosfera e sua interacdo com microrganismos
(HUESEMANN et al., 2009; LU et al., 2011; WANG et al., 2012). Este efeito rizosférico
ocorre devido a exsudacao radicular, que incluem carboidratos, &cidos organicos e
aminoacidos, e podem proporciona diversas interagcbes entre sedimento-
contaminante, como por exemplo, adsorcdo, mobilidade, imobilizacao,
biodisponibilidade, além de estimular as atividades microbiana (LING et al.,
2009; HAICHAR et al., 2014; WANG et al., 2014; LU; JIA et al., 2018).

Para aplicacdo da fitorremediacdo é importante o0 uso de espécies que sejam
adaptadas as condicdes do local (VIANA et al.,, 2007; ARGENTA, 2011). Nos
manguezais, a comunidade vegetal difere de qualquer outro tipo de bosque, uma vez
que, as condi¢cOes adversas e peculiares do ambiente condicionam o aparecimento
de poucas espécies (RAMOS; GERALDO, 2006; GHOSH, 2011). No Brasil, a planta
Avicennia schaueriana € uma das poucas que dominam e caracterizam este
ecossistema (ALVES; FILHO; PERES, 2001; SCHAEFFER-NOVELLI, 2018). Sendo
assim, o objetivo principal deste trabalho foi avaliar a eficiéncia de um sistema,
utiizando a espécie Avicennia schaueriana, para fitorremediar Hidrocarbonetos
Policiclicos Aroméaticos em sedimentos de manguezal impactados pelo petréleo bruto

proveniente da bacia do recéncavo.

3.2 MATERIAIS E METODOS
3.2.1 Amostragem

O local de coleta do sedimento ocorreu ao norte da Baia de Todos os Santos
(BTS), em um ecossistema de manguezal nas margens do rio Sdo Paulo, entre os
municipios de Candeias e S&o Francisco do Conde, Bahia, Brasil, conforme esti
indicado na Figura 1.



Figura 1 - Localizacédo da Baia de Todos os Santos (BTS), onde foram realizadas as coletas de agua (na Legenda-1) e sedimento (Legenda-2)
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As amostras de substrato do manguezal foram retiradas com auxilio de
testemunhador de aco inoxidavel em 0 — 30 cm de profundidade e completamente
homogeneizados para assegurar uniformidade. Apds a homogeneizacdo do
sedimento, foram recolhidas cinco amostras que foram secas num liofilizador (modelo
L101-LIOTOP) e posteriormente desagregadas e peneiradas através de malha com 2
mm para determinacdo das caracteristicas fisico-quimicas e biogeoquimicas. A
granulometria do sedimento foi determinada em analisador de particulas com difracéo
MODELO CILAS 1064 e atraves do software de analises granulométricas
GRADISTAT V 5.0® (GARCIA et al., 2014). Foram adquiridas as porcentagens das
fracBes que configurou o sedimento como siltoso, apresentando 7,8 x 10°desta classe
textural (Tabela 1), valor proximo ao encontrado por Moreira e colaboradores (2011)
para a mesma regido, com 7,6 x 10°. Em geral, sedimentos de manguezal apresentam
granulometria com propriedade fina, principalmente as fracées de tamanho inferior a
0,05 mm, caracteristica da classe textura silte-argila (SOUZA et al., 2008; RANJAN;
ROUTH; RAMANATHAN, 2010; FRAGOSO, 2013).

Tabela 1 - Caracterizacéo granulométrica do sedimento que foi utilizado nos ensaios

Classe textural Resultados (mg kg™)
Areia 2,0x 105
Silte 7,8 x10°
Argila 2,6 x 10*

Fonte: Autora, 2019.

No caso das amostras de agua, foram coletadas no estuario do rio Sdo Paulo
no topo da maré alta no mesmo dia da coleta do sedimento e monitoradas in situ
guanto aos parametros fisico-quimicos nao conservativos, tais como salinidade (Sal),
oxigénio dissolvido (OD), potencial hidrogenidnico (pH), potencial de oxidacg&o-
reducdo (Eh) e temperatura (T), com sonda multiparametro modelo HORIBA U-50
series (Tabela 2), previamente calibrada. Os resultados estiveram dentro da faixa
esperada para este estuario, estando de acordo com os estudos de Ramos-Junior e
Cruz (2018).

As mudas de Avicennia schaueriana foram concedidas pelo projeto Viva o
Mangue da Fundacédo Vovo do Mangue (FVM), localizada em Maragogipe, Baia de

Todos os Santos, Bahia, Brasil. O projeto Viva 0 Mangue objetiva a producédo de
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mudas em viveiros de manguezal com espécies caracteristica desse ecossistema,
com a finalidade de serem utilizadas em éareas que abrigam ou ja abrigaram
manguezal e que tenham sido impactadas (FVM, 2016). As plantas foram inseridas

ao experimento com aproximadamente 3 meses de idade.

Tabela 2 - Caracterizacéo dos parametros fisico-quimicos da agua que comp0s os testes

Parametros Resultados
T (°C) 30,82
OD (mg L) 3,36
Sal (°/00) 23
pH 7,78
Eh - 46

Fonte: Autora, 2019.

Para simular o derrame de petrdleo no experimento, foi utilizado 6leo bruto
oriundo da Bacia do Reconcavo em uma proporcgéao de 1:100 (1:100, m/m) misturado
no sedimento. O Oleo foi caracterizado utilizando-se a Cromatografia Gasosa
acoplada Espectrometria de Massas (GC-MS em inglés). Para interpretacdo dos
dados foram analisados os resultados do whole oil, tomando como base o perfil do
0leo nas interpretacdes do projeto e para avaliagdo da geoquimica do petroleo.

A partir do perfil cromatogréafico (Figura 2) foi possivel observar que o dleo da
bacia do recéncavo é constituido maioritariamente pelos HPAs de baixo peso
molecular, exibindo destaque para os compostos contendo 2 e 3 anéis aromaticos
(dentre os 16 HPAs prioritarios determinados pela USEPA), os quais Naftaleno,
Acenaftileno e Fenantreno sdo os maiores contintuintes de acordo com 0s picos
acentuados expressos no perfil.

Apdbs misturar o 6leo bruto com o sedimento, cinco repeticbes de amostras
foram coletadas para analisar as concentracdes iniciais de HTP no sedimento (Tempo
0, inicio do experimento). Posteriormente, ao final de cada intervalo T1, T2, T3, T4, T5
(20, 40, 60 e 90 dias) foram realizadas as andlises das concentracdes do petréleo no
sedimento e a verificagao dos indicadores de degradacéo.

3.2.2 Montagem experimental
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A simulacao das condi¢gdes do manguezal foi baseada nos estudos de Moreira
e colaboradores (2010). O experimento foi desenvolvido em condi¢des laboratoriais,
onde a dindmica do ecossistema de manguezal foi simulada em unidades de vidro (50
x 30 x 40 cm) (Figura 3a). Dentro de cada unidade foram sobrepostas 6 provetas de

vidro (30 x 10 x 10 cm) (Figura 3a) suspensas, para permitir 0 escoamento de agua.

Figura 2 - Perfil cromatogréfico do 6leo da Bacia do Recdncavo
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Fonte: Autora, 2019.

Figura 3 - Dimensionamento do sistema de remediacdo. a) dimensionamento da unidade de simulacdo

e das provetas. b) dimensionamento do ciclo de agua (simulacdo da dinamica da maré) no sistema
Fonte: Autora, 2019.
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Este trabalho consiste na aplicacédo da fitorremediacéo utilizando a espécie A.
schaueriana e da biorremediacédo intrinseca, ou seja, a atenuacdo natural dos
microrganismos (Figura 4). A atenuacdo natural sera utilizada para analise e
comparacdo do comportamento da comunidade microbiana. Plantas e
microrganismos vivem em simbiose e por este motivo ndo tem como falar de
fitorremediacdo sem considerar a degradacao bacteriana e fangica, além das relacées
com as plantas na zona da rizosfera. Os experimentos foram realizados em triplicatas,

separadas por tratamento controle e contaminado (Figura 5).

Figura 4 — Registros fotograficos dos experimentos, onde na primeira imagem verifica-se os sistemas
com A. schaueriana, em seguida o experimento da atenuacdo natural e na terceira imagem a
organizacdo espacial do projeto

Fonte: Autora, 2019.

3.2.3 Monitoramento experimental

Nos intervalos estabelecidos de 20, 40, 60 e 90 dias, amostras de sedimentos
foram coletadas para analise das concentracdes dos 16 HPAs prioritarios. Objetivando
uma avaliagdo integrada, a fim de observar as relagbes dos parametros
biogeoquimicos com os HPAs e suas possiveis influéncias no processo de
remediacao, também foram analisados os teores da matéria organica (MO), nitrogénio
total (N), fosforo (P) e avaliacdo das unidades formadoras de colonias (UFCs) no
sedimento. Além disso, durante este intervalo, os parametros fisico-quimicos néo
conservativos da agua foram aferidos. A salinidade foi medida através do refratbmetro
portatil Atoga S/Mill-E, o oxigénio dissolvido (OD) usando um analisador de oxigénio
AZ8403, a temperatura (T), o potencial Hidrogenidnico (pH) e o potencial redox (Eh)
com um medidor multi funcdo portatii Horiba D-54. Todos o0s equipamentos

mencionados foram calibrados antes das amostragens.



21

Figura 5 - Esquema dos modelos de remediacdo. a) sistema de fitorremediacdo (A. shaueriana) com
sedimento contaminado; b) sistema de fitorremediacao (A. shaueriana) com sedimento controle; c)
sistema de biorremediacéo intrinseca (atenuacao natural) com sedimento contaminado; d) sistema de
biorremediacéo intrinseca (atenuac¢do natural) com sedimento controle

Fonte: Autora, 2019.

Os dois modelos de remediacdo obtiveram o pH dentro do intervalo esperado
para uma boa degradacgéo do 6leo (ROMEIRO, 2001; MOREIRA et al., 2016). Para o
monitoramento da temperatura, as médias foram classificadas como ideal para as
atividades enzimaticas dos microrganismos e da planta (ROMEIRO, 2001; MOREIRA
et al., 2016). A salinidade durante o experimento em ambos 0os modelos mostrou uma
gama de variagcdo que ndo comprometeria a biodegradacado (SANTOS-ECHEANDIA
et al., 2008; MOREIRA et al., 2016). Os niveis de OD estiveram num intervalo
considerado satisfatorio para a dgua de ambiente estuarino. Os resultados destes
parametros estéao disponiveis na Tabela 5, como material complementar, disposta no
capitulo 6 - ANEXOS.
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3.2.3.1 A Matéria organica e os macronutrientes (N e P)

Determinar a concentracdo de carbono organico (CO) € necessario para
conhecer a quantidade de matéria organica (MO) que esta presente no sedimento. O
carbono organico total (COT) foi avaliado usando o método descrito pelo manual da
EMBRAPA (2009) conhecido como o método de dicromato de potassio por titulagcéo,
com LDM (limite de detec¢do do método) de 0,08%. O percentual de MO foi calculado
multiplicando-se o resultado do carbono organico por 1,724. O nitrogénio total (N) foi
determinado por combustéo pelo Analisador elementar LECO da série 400 e preciséo
<1 ppm, com LDM de 0,10%. O fosforo assimilavel (P) foi determinado pelo método
da EMBRAPA (2009), sendo a leitura feita por determinagéo espectrofotométrica em
880nm, com LDM de 0,50 mg/kg. Os resultados quanto aos teores da MO, N e P estao

disponiveis na Tabela 3, como material complementar, no capitulo 6 - ANEXOS.

3.2.3.2 Contagem da comunidade bacteriana

Para realizacdo da contagem dos microrganismos, utilizou-se a metodologia de
plagueamento por "microgota”, do livro “Métodos em Bacteriologia de Plantas” de
Romeiro, 2001. Para isso, foram adicionadas 25 g de sedimento em 90 mL de agua
peptonada bacteriolitica a 0,1% e agitada a 2000 rpm por 30 minutos. Em conseguinte
foram realizadas as diluicbes decimais em agar nutriente e posteriormente a
incubacéo das placas a 25°C por 24 h. A quantidade das col6nias foi multiplicada pelo

da diluicao e os resultados expressos em unidades formadoras de colonias (UFC).
3.2.3.3 Determinacdes dos HPAs

Para obtencéo dos extratos de HPAs das amostras de sedimento, foi utilizado
0 meétodo de extracdo por Ultrassom da USEPA 3550C (2007), com adaptacdes. As
amostras foram adicionadas a tubos de ensaio e em seguida submetidas a trés
extracOes sucessivas de 15 minutos cada, em banho de ultrassom, modelo ELMA
ULTRASSONIC TI H 1, a 50°C e frequéncia de 35 KHz.S.

Foram colocados 75 mL da mistura de diclorometano e hexano (1:1, V/V) no
total (quantidade dividida em trés intervalos, sendo de 25 mL cada), com 50 puL do
surrogate padrdo (p-Terphenyl D14, 1000 pL*), em uma concentracdo de 50 pL/L. Em

repouso o sobrenadante foi retirado com auxilio de uma pipeta de Pasteur e
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transferido para o filtro contendo algodao e sulfato de sddio ativado. O cobre ativado
foi adicionado aos extratos para remover o enxofre elementar, de acordo com o0s
estudos de Sanders (1995) e Jin (2007). Depois, os extratos das trés extracdes
consecutivas foram concentrados em evaporador rotativo, modelo Buchi Rotavapor
R-210. Utilizando dicoloromentano, transferiram-se os extratos para vials avolumados
a 500 pL.

Posteriormente, a analise dos HPAs foi executada através da Cromatografia
em fase Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa (GC-MS), da Agilent
Technologies, modelo 5977A. A recuperacéo percentual para o p-Terphenyl D14 foi
de 71,2 a 122,7%. Para investigar possiveis contaminagbes, um branco de
procedimento foi usado para cada lote de dez amostras. O branco foi submetido ao

mesmo procedimento analitico utilizado para as amostras reais.

3.2.4 Anélise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando os pacotes BioEstat 5.0 e Microsoft
Excel 2013. Os valores nas figuras estdo explanados como a média + desvio padrao
de trés repeticbes. A avaliagcdo integrada dos parametros foi realizada a partir do
software STATISTIC 7.0 que determinou a correlacdo de Pearson e a Analise de

Componentes Principais (PCA).

3.3 RESULTADOS E DISCUSSOES
3.3.1 Andlise temporal dos HPAs

Durante trés meses foi analisada a efetividade dos modelos, empregados nesta
pesquisa (atenuacao natural e fitorremediacédo), para a remediacdo dos 16 HPAs
prioritarios (definidos pela USEPA) presente em sedimento de manguezal
contaminado com petréleo bruto. Os resultados das concentracfes da quantidade
total de HPAs (2 16 HPAs) no sedimento, apés 90 dias, mostraram que a
biorremediacao intrinseca reduziu de 10.299,56 pg/kg para 5.315,45 ug/kg (Figura 6).
Esta reducdo na concentracdo, provavelmente ocorreu, devido a capacidade dos
microrganismos autoctones em degradar esses contaminantes em associacdo a
processos quimicos e fisicos (oxidacgao, lixiviagao, volatilizagdo) que também ocorrem

no sedimento. No trabalho de Tiralerdpanich et al. (2018), os dados comprovaram que
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0S microrganismos autdctones no sedimento de mangue foram responsaveis pela
degradacgédo dos hidrocarbonetos, com eficiéncia de remocao para hexadecano e
fenantreno em 99%, enquanto a eficiéncia de remocdo do diesel foi de
aproximadamente 88%, em estudo realizado em microcosmo por 28 dias. Para
Moreira et al. 2013, apds 90 dias, os resultados mostraram que a biorremediagéo
intrinseca foi capaz de remover 70% dos hidrocarbonetos totais do petréleo.

Figura 6 — Comparacgdo das somas dos 16 HPAs, durante 90 dias, nos dois modelos de remediacao
(atenuacéo natural e fitorremediagao). Resultados apresentados como % das médias + DP, n =3
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Fonte: Autora, 2019.

Em contrapartida, o experimento da fitorremediacdo apresentou aumento
significativo dessas concentra¢gfes, aumentando de 10.299.56 ug/kg para 16.187,34
Ho/Kg (Figura 6). Esse aumento na concentracao pode ter ocorrido porque a coleta do
sedimento foi realizada proxima as raizes, onde existia um grande acumulo de 6leo
(Figura 7) indicando que a A. schaueriana possui grande capacidade em deslocar e
imobilizar os HPAs para esta regido. Sugerindo que a fitorremediacdo de HPAs com
A. schaueriana em sedimento de mangue é baseada principalmente no mecanismo
da fitoestabilizag&o/fitoimobilizacdo. Em decorréncia dos resultados encontrados e
dentro das possibilidades aplicadas na fitoestabilizac&o, ha indicios de que n&o houve
acumulo expressivo dos HPAs nos compartimentos da planta, e sim um processo de

acumulo e imobilizacdo desse contaminante no sedimento em contato com as raizes.
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Figura 7 — Registro fotogréafico ao completar 90 dias do teste de fitorremediacdo com A. schaueriana,
indicando o acumulo do 6leo na rizosfera

Fonte: Autora, 201.

Exsudatos de raiz, que incluem carboidratos, acidos organicos e aminoacidos,
sdo alguns dos compostos produzidos pela planta que podem ser liberados na
rizosfera. Estes produtos vegetais podem se ligar e estabilizar o contaminante no
sedimento circundante, levando a imobilizagcdo na zona da raiz. No estudo de Jia et
al. (2016), que objetivou avaliar o impacto dos exsudatos radiculares sobre os
comportamentos ambientais do fenantreno, foi comprovado que a adicdo de
exsudatos radiculares aumentou significativamente as concentra¢des de fenantreno.

Segundo Ding et al. (2011), devido as caracteristicas Unicas, ha evidéncias
consideraveis de que exsudatos radiculares podem afetar o comportamento de
contaminantes organicos. Os estudos de Ling et al. (2009), Jia et al. (2016) e Jia et al.
(2018) confirmam que a presenca de acidos organicos de baixo peso molecular
(AOBPMs) provenientes dos exsudatos radicular, sdo 0s principais responsaveis por
favorecer a mobilidade dos contaminantes organicos em sedimentos. A liberacao de
AOBPMs sao provocados por multiplos estimulos ambientais e estresses xenobiotico
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(DING et al., 2011). Em Ling (2009), os resultados constataram que as quantidades
extraiveis de fenantreno e pireno, em diferentes tipos de solo, aumentaram com a
elevacdo da concentracéo de acido citrico ou oxalico. Por exemplo, as concentracdes
de fenantreno extraivel e pireno aumentaram de 11,51 e 10,75 mg/kg para 22,13 e
16,16 mg/kg com o aumento da concentracdo de acido citrico de 0 para 57,6 mg/kg,
respectivamente. Da mesma forma, as concentragcfes de fenantreno e pireno
extraiveis aumentaram 68,8% e 25,7% com concentracao de acido oxalico de 0 a 27,0
mg/kg.

Os comportamentos dos HPAs foram avaliados de acordo com o0 seu peso
molecular, podendo ser de baixo peso (2 e 3 anéis) e alto peso (4, 5 e 6 anéis). Para
o modelo da biorremediacdo intrinseca as reducdes foram estabelecidas
principalmente nos HPAs de baixo peso molecular (BPM), diminuindo de 8.063,00
Hg/Kg para 4.047,00 pg/Kg, enquanto que os de alto peso molecular (APM) reduziram
de 2.237,00 pg/Kg para 1.269,00 ug/Kg, durante os 90 dias (Figura 8a). Isso ocorre,
pois, os HPAs de APM sado geralmente menos sollveis em agua, tém menores
pressbes de vapor, maior resisténcia a oxidacdo e reducdo e a degradacao
microbiana. Dentre os HPAs as maiores reduc¢des foram dos compostos que contem
3 anéis aromaticos (fluoreno, fenantreno e antraceno), reduzindo em 15% e os de 4
anéis (fluoranteno, pireno, benzo(a)antraceno, criseno), em 14% (Figura 8c).

Para o modelo da fitorremediacdo os compostos com BPM sempre foram
maiores quando comparados com os de APM (Figura 8b), sendo mantidos durante os
90 dias. Isso aconteceu, possivelmente, pelas caracteristicas do 6leo utilizado no
experimento, que continha mais composto de BPM. E como o 6leo estava sendo
acumulado e imobilizado, supde que as caracteristicas dos HPAs foram mantidas.
Entre os HPAs avaliados, os compostos com 2 anéis aromaticos obtiveram aumento
de 27% em 90 dias (Figura 8d).

3.3.2 Comportamento da comunidade bacteriana

Os nuameros totais de microrganismos foram quantificados e foi constatado que
apos 40 dias as contagens médias eram de 1.180 UFC mL -1 para o sistema da
fitorremediacdo, enquanto que no experimento da atenuacdo natural o valor
encontrava-se em 745 UFC mL —-1. Houve um aumento expressivo da comunidade

microbiana no modelo da fitorremediacéo (4448 UFC mL -1), apdés 60 dias. Em
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contrapartida, o sistema da atenuacdo natural apresentou diminuicdo, para este
mesmo periodo, manifestando diferengas expressivas em relagdo aos dois modelos
(Figura 9). Apos 90 dias, os microrganismos no experimento com A. schaueriana
comecaram a colapsar, atingindo 273 UFC mL -1, e na atenuagao natural foi mantida
a tendéncia anterior, exibindo comportamento similar, apenas, neste periodo final em

gue foram analisados.

Figura 8 — a) Somatoério dos HPAs divididos em BPM e APM para a atenuacgao natural. b) Somatorio
dos HPAs divididos em BPM e APM para a fitorremediacao. c) Padrdo de distribuicdo dos HPAs de 2
a 6 anéis no tempo 0 e 90 dias para o modelo da atenuacéo natural. d) Padrdo de distribuigdo dos
HPAs de 2 a 6 anéis no tempo 0 e 90 dias para 0 modelo da fitorremediacdo. Resultados apresentados
como X das médias £+ DP, n =3
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Fonte: Autora, 2019.

O experimento da atenuacdo natural provavelmente apresentou maior
guantidade microbiana nos primeiros dias de experimento, o que justificaria o periodo
(até o tempo 40) onde h& a maior taxa de reducao dos HPAs (Figura 6). Contudo, ndo

foram feitas analises das UFCs neste periodo dos testes. Mas estudos semelhantes
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comprovam que logo na primeira semana apoés a adi¢cao do petréleo ao sedimento, ha
aumento significativo de microrganismos, e que ao passar da segunda semana estes
valores tendem a ser reduzidos. Como exemplo, no estudo de Moreira et al. (2013),
onde as contagens iniciais de col6nias para o0 modelo da atenuacéo natural, estavam
entre 0,1 e 0,2x0 6x10% UFC g ~! e aumentou para 8,3x108 UFC g " apds a primeira
semana do experimento, reduzindo drasticamente para 1,8x10°UFC g™ ao

completar 30 dias depois que os testes iniciaram.

Figura 9 - Contagem de UFCs entre os periodos de 40, 60 e 90, indicando um comparativo entre a
fitorremediacéo (A.shaueriana) e atenuacao natural
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Fonte: Autora, 2019.

No caso do experimento da fitorremediacdo o aumento da comunidade
microbiana, possivelmente est4 ligada a liberagdo de exsudatos e a disponibilidade
de alguns compostos do petroleo, como carbono e nitrogénio, que podem ter
favorecido as atividades desses organismos na rizosfera. E justamente com 60 dias
que ocorre uma queda nas concentracdes dos HPAS (Figura 8b), que poderia ser
justificada por este aumento significativo da comunidade microbiana. Entretanto como
houve um ataque de microrganismos as raizes da A. schaueriana, pode ter
desencadeado a producdo e liberacdo de compostos antimicrobianos para repeli
patdgenos e invasores.

Estudos, como os de Bais et al.,, (2006), tém destacado a existéncia de
compostos que séo exsudatos por plantas, referidos como fitoanipinas ou fitoalexinas,

e a secrecdo de uma bateria de proteinas de defesa com atividade antimicrobiana.



29

Por exemplo, Walker et al. (2004), mostrou que durante a infec¢cédo por Pseudomonas
aeruginosa as raizes de manjericdo secretaram substancias que apresentam
atividade antibacteriana. Lanoue et al. (2010), mostraram que o sistema radicular da
Hordeum vulgare secretou compostos fendlicos com atividade antimicrobiana. Halkier
e Gershenzon (2006) observou que plantas dafamilia Brassicaceae produzem
glucosinolatos como metabdlitos secundarios, que sdo armazenados em vacuolos de
células vegetais. Quando bactérias, fungos ou insetos infectam as plantas, os
glucosinolatos sdo produzidos juntamente com as enzimas mirosinase, catalisando a
hidrolise dos glucosinolatos em isotiocianatos, tiocianatos e nitrilos que possuem

atividades antimicrobianas.

3.3.3 Andlise integrada

Com o intuito de encontrar as principais relacbes que ocorreram durante 0s
tratamentos de remediac&do e obter uma indicacdo do grau de afinidade linear entre
as variaveis que possam ter influenciado os modelos, foi utilizada como ferramenta
estatistica a correlacdo de Pearson. Na biorremediacdo intrinseca (Tabela 3), a
salinidade demostrou relagéao positiva com a maior parte dos 16 HPAs, principalmente
os de alto peso molecular. Além disso, o OD apresentou baixa correlagdo com
salinidade e relacdo negativa com Eh, confirmando a anoxia do sedimento,
caracteristico dos ecossistemas de manguezal, favorecendo a presenca de
microrganismos anaerébicos para a degradacdo desses HPAs. O pH so6 influenciou
positivamente Acenaftileno (Ac) e Fluoreno (Flu) dentre os 16 HPAs, e apresentou
influéncia positiva do OD.

Na fitorremediacdo com A. schaueriana (Tabela 4), a maioria dos 16 HPAs
apresentaram relag&o positiva com as concentracoes de MO, principalmente Naftaleno
(Naf), Acenaftileno (Ac), Fluoranteno (Fluo), Pireno (Pyr), Benzolk]Fluoranteno (BbK), que
indicaram correlagdo positiva forte e isso ocorre devido a caracteristica siltosa do
sedimento, pois permite maior disponibilizacdo da superficie de contato, favorecendo
a interacao e fixacao desses compostos com a fragdo sedimentar, principalmente nos
sedimentos proximo a rizosfera. O P apresentou relagéo positiva forte com os HPAs
de 4 anéis e correlacdo negativa com os de 6 anéis. Enquanto que N e MO,
apresentaram forte correlacdo com naftaleno (Naf), fluoreno(Flu) e fuoranteno (Fluo),

que sdo HPAs de 2, 3 e 4 anéis. A salinidade, T e Eh, demonstrou relacdo negativa
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com a maior parte dos 16 HPAs, e relacéo positiva forte entre eles. Indicando que a
reducdo desses parametros fisico-quimicos pode ter favorecido ao acumulo do 6leo
nas raizes da A. schaueriana. OD exibiu relacdo positiva com a maioria dos HPAs,
principalmente, os de 5 anéis. Além disso, OD indicou forte relacdo com P e pH e o
inverso com Eh e T.

Objetivando um menor numero de combinagBes lineares do que as
encontradas na correlacdo de Pearson foram aplicadas uma andlise multivariada a
partir da Analise dos Componentes Principais (PCA). O grafico do PCA para o sistema
de biorremediacgdo intrinseca (atenuacao natural) (Figura 10), péde explicar 82,65%
da variancia dos dados analisados de acordo com os dois principais fatores do PCA,

com o primeiro fator explicando 50,95% e o segundo 31,65%.

Figura 10 - PCA na Biorremediagéo intrinseca (atenuagédo natural), para as relagdes entre os 16 HPAs,
MO, P, N, pH, Eh, T, Sal e OD
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Fonte: Autora, 2019.

Os resultados dos 16 HPAs de forma individual, além de MO, P, pH, eH, T, OD
e Sal, foram bem representativos no grafico, sendo possivel observar a correlacéo
positiva da salinidade com a maioria dos 16 HPAs, confirmando os resultados da
correlacédo de Pearson. Também foi possivel verificar que a maioria dos HPAs estdo
bem correlacionados entre si, indicando que a biodegradacdo ocorre de forma

semelhante entre esses compostos nos sedimentos. Exceto para Fluoranteno (Fluo),
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Pireno (Pyr), Fluoreno (Flu), Acenafteno (Ace), Benzo[k]Fluoranteno (BbK) que por
serem HPAs de alto peso molecular sdo mais resistentes, dificultado a degradacéo
microbiana.

Na aplicacdo do PCA para o modelo da fitorremediacéo, os dois principais
fatores puderam explicar 86,04% da variancia, com o primeiro fator explicando 49,83%
e 0 segundo 36,21% dos dados que foram analisados (Figura 11). Todos os
parametros foram bem representados no gréfico (16 HPAs, MO, N, P, pH, eH, T, OD
e Sal) e foi possivel observar a correlacao positiva da MO com a maioria dos 16 HPAS,
corroborando com os resultados da correlacéo de Pearson.

Esta analise mostrou que mais da metade dos 16 HPAs apresentaram boa
correlacdo entre si, indicando que houve comportamentos semelhantes desses
compostos na presenca da Avicennia schaueriana. Este modelo mostrou uma relacao

negativa entre Sal, T e Eh com a maioria dos HPAs, diferentemente de pH e P.

Figura 11 - PCA na fitorremediacdo com A. schaueriana, para as relagdes entre os 16 HPAs, MO, P,
N, pH, Eh, T, Sal e OD
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Tabela 3 - Correlacdo de Pearson na biorremediacao intrinseca (atenuacédo natural). Os valores em destaque significam aqueles com correlacdes significativas
no estudo. Foram considerados valores acima de 0,70 como correla¢6es positivas

Naf Ac Ace Flu Phe Ant Fluo Pyr BaA Chr BbF BkF BaP InP DBA BghiP MO N P pH eH T OD SAL
Naf 1.0
Ac -0.2 1.0
Ace 0.0 -1.0 1.0
Flu -0.1 1.0 -10 1.0
Phe 0.8 -0.7 06 -0.7 1.0
Ant 04 -08 08 -09 09 1.0
Fluo 08 03 -05 05 02 -02 1.0
Pyr 08 04 -06 05 01 -03 1.0 10
BaA 05 -09 08 -09 09 10 -02 -02 1.0
Chr 10 01 -03 02 06 02 09 09 02 1.0
BbF 00 -10 10 -10 06 08 -05 -06 0.8 -03 10
BkF -04 0.7 -05 05 -04 -02 -03 -02 -04 -03 -05 1.0
BaP 05 -08 06 -06 06 04 03 02 05 03 06 -1.0 1.0
InP 06 -08 06 -06 06 05 04 02 06 04 06 -1.0 1.0 1.0
DBA 01 -07 08 -09 07 09 -06 -06 09 -02 09 00 02 02 1.0
BghiP 08 -05 03 -04 06 04 06 06 05 07 03 -09 09 09 0.0 1.0
MO -04 -08 08 -07 00 03 -07 -07 04 -07 08 -05 05 04 05 01 1.0
N 02 -04 02 -02 00 -01 04 03 00 01 02 -09 08 08 -03 0.7 04 1.0
P -04 02 00 00 00 02 -06 -05 01 -04 00 09 -08 -07 05 -0.8 -01 -1.0 1.0
pH -05 0.7 -07 08 -09 -10 01 02 -10 -03 -07 02 -04 -04 -09 -04 -02 02 -02 1.0
eH 05 -08 07 -08 09 10 -02 -02 10 02 08 -02 04 05 09 04 03 -01 02 -1.0 1.0
T 06 -07 06 -07 10 10 00 00O 10 04 07 -03 05 05 038 05 01 -01 01 -1.0 1.0 1.0
oD 06 05 -0y 06 -01 -05 10 10 -04 0.7 -07 -03 02 02 -08 05 -06 04 -07 04 -04 -02 10
SAL 09 06 04 -06 10 08 04 04 08 07 05 -05 07 07 05 08 00 02 -02 -08 08 09 02 1.0

Fonte: Autora, 2019.



33

Tabela 4 - Correlacdo de Pearson na fitorremediacao (A. schaueriana). Os valores em destaque significam aqueles com correlagdes significativas no estudo.
Foram considerados valores acima de 0,70 como correlagfes positivas

Naf Ac Ace Flu Phe Ant Fluo Pyr BaA Chr BbF BkF BaP InP DBA BghiP MO N P pH eH T OD SAL

Naf 1.0

Ac 05 1.0

Ace -05 -03 1.0

Flu 1.0 03 -05 1.0

Phe 03 04 07 02 10

Ant -01 04 08 -02 09 1.0

Fluo 10 05 -03 10 04 00 10

Pyr 1.0 06 -02 09 05 02 10 1.0

BaA 0.0 -08 -03 02 -06 -08 0.0 -02 1.0

Chr 08 04 01 08 08 04 09 09 -02 1.0

BbF 08 03 02 07 08 04 09 09 -01 1.0 1.0

BkF 07 09 00 05 07 06 07 08 -07 08 07 1.0

BaP 03 06 05 02 10 09 04 05 -08 07 07 09 10

InhP -05 05 05 -06 04 07 -04 -03 -09 -02 -02 03 05 1.0

DBA -03 04 07 -05 07 09 -02 -01 -09 01 01 04 08 09 10
BghiP -0.2 05 0.7 -04 08 10 -01 00 -09 02 02 06 08 09 1.0 1.0

MO 09 08 -06 08 01 -01 08 08 -03 05 05 07 03 -01 -02 00 1.0

N 08 04 -09 08 -04 -06 07 06 03 03 02 02 -03 -06 -07 -06 08 10

P -0.7 03 03 -08 00 04 -06 -05 -07 -06 -06 00 02 09 0.7 0.7 -0.2 -05 10

pH 02 09 02 01 07 07 03 04 -10 04 04 09 08 07 08 08 05 -01 05 1.0

eH -01 -09 -02 00 -06 -08 -02 -03 10 -03 -03 -08 -08 -08 -08 -09 -04 02 -06 -1.0 1.0

T -04 -09 00 -02 -06 -06 -04 -05 09 -04 -04 -09 -08 -06 -06 -0.7 -06 -01 -04 -1.0 10 1.0

ob -03 07 01 -04 02 05 -03 -02 -09 -03 -03 04 04 09 0.7 0.7 02 -02 09 08 -08 -08 1.0
SAL -0.7 -08 -0.1 -05 -08 -06 -0.7 -08 0.7 -08 -08 -1.0 -09 -03 -05 -0.6 -0.7 -0.2 0.0 -09 08 09 -04 10

Fonte: Autora, 2019.
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3.4 CONCLUSOES

Apos aplicagcdo dos modelos de remediagéo em escala piloto, concluiu-se que
a fitorremediag&o com Avicennia schaueriana foi eficiente em imobilizar os compostos
na zona da raiz. Sugerindo que a fitorremediacdo de HPAs com A. schaueriana em
sedimento de manguezal é baseada principalmente no mecanismo da
fitoestabilizacao/fitoimobilizacdo. Simultaneamente ao avaliar a atenuacao natural,
ficou comprovado que houve reducdo dos HPAs durante 90 dias. Essas reducoes
foram mais significativas nas primeiras semanas, podendo ser explicado pelo aumento
dos microrganismos hidrocarbonoclasticos logo apos adicéo do 6leo ao sedimento,

Os compostos de baixo peso molecular foram 0s que apresentaram maiores
modificacdes apos 90 dias de experimento para os dois modelos, pois sdo compostos
menos sollveis em agua, tém menores pressdes de vapor, maior resisténcia a
oxidacdo e reducdo e a degradacdo microbiana. As analise referente aos
microrganismos apresentaram comportamentos diferentes para os dois modelos. Na
atenuacao natural, apos 40 dias as taxas de UFCs reduziram e as concentracdes de
HPAs mantiveram-se constantes. Na fitorremediacéo foi apenas com 60 dias que as
UFCs atingiram o pico, com 4.448 UFC ml -1, sendo o periodo com reducdo das
concentracfes dos HPAs.

Um estudo mais detalhado poderia combinar esses processos em um Nnovo
procedimento para a remediagdo de sedimentos de manguezais contaminados por
HPAs, especialmente no que diz respeito a contaminacéo heterogénea de sedimentos

em diferentes profundidades.
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4 CONCLUSAO GERAL

A experiéncia mostrou que fitorremediagdo com A. shaueriana € uma
alternativa eficiente e promissora na fitoimobilizacao/fitoestabilizacdo desses
ambientes quando impactados por HPAs, fazendo-se necessério a combinacao dessa
tecnologia com outras que possibilite a degradacao desse contaminante. Além disso,
arealizacao de estudos quanto aos microrganismos associados a rizosfera da espécie
e as Iinteracbes que ocorrem entre exsudatos-contaminante precisam ser
aprofundadas.

Contudo, requer a necessidade da acao conjunta de profissionais de diversas
areas, no intuito de identificar espécies capazes de atuar eficazmente na
descontaminacdo de sedimentos e de tecnologias que possam agir de forma
combinada, possibilitando maior aplicabilidade. Por fim, € importante avaliar se o
modelo de fitoremediacdo produzido em escala piloto neste estudo sera eficaz in situ,

em grande escala, uma vez que foi observado em condi¢cbes de laboratorio.
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ANEXOS

Tabela 3 — Resultado das concentracdes de MO, N e P no sedimento controle e contaminado durante
0s 90 dias de experimento.

AMOSTRA Mo N il
(%) (%) (mg kg™)

TEMPO 0 (’ZONTROLE 5.00 0.12 31.30
OLEO 7.32 0.12 131.36
ASCOT1 3.90 0.12 79.98
AS AS CO0T2 4.69 0.12 74.41
CONTROLE AS COT3 4.84 0.12 81.95
AS CO0 T4 4.88 0.13 98.34
AST1 5.79 0.14 66.19
AS AS T2 5.59 0.11 80.39
CONTAMINADA AS T3 5.95 0.13 87.65
AS T4 6.42 0.15 70.93
BIOCOT1 3.31 0.12 65.52
BIO BIOCO T2 4.88 0.10 90.39
CONTROLE BIOCOT3 4.22 0.13 85.86
BIO CO T4 4.60 0.14 102.75
BIOT1 6.77 0.12 74.82
BIO BIO T2 6.50 0.10 84.51
CONTAMINADA BIO T3 6.46 0.13 64.67
BIO T4 6.88 0.13 69.32

Legenda: MO — Matéria Organica; N — Nitrogénio; P — Fosforo; AS — Avicennia schaueriana; BIO —
Biorremediacéo intrinseca; Tempo 0 — Dia da montagem experimental; T1 — Apds 20 dias; T2- Apés 40
dias; T3- Ap6s 60 dias; T4 — Ap6s 90 dias.

Tabela 4- Resultado da textura granulométrica do sedimento coletado no manguezal, as margens do
estuario do rio Sdo Paulo, na Bahia de Todos os Santos.

Areia Areia Areia
grossa média  Areiafina muito fina Silte Argila
(mgkg") (mgkgh) (mgkgh) (mgkgh)  (mgkg") (mgkgh

Sedimento 1,0 x 10° 0 2,9x 103 8,8 x 10* 7,8x10° 2,6x10%
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Tabela 5 — Parametros fisico-quimica da agua, durante os 90 dias, para os dois modelos de remediagao
pH eH T oD SAL

AMOSTRA

- - (°loo)  (mg L™ (°C)

TEMPO 0 IN SITU 7.78 -46 30.82 3.36 23
ASCOT1 5.2 74.7 24.5 3.8 30.7
AS AS CO0T2 7.2 -54.7 23.7 3.8 28.0
CONTROLE AS COT3 7.7 -83.7 23.1 4.4 30.0
AS CO0T4 8.0 -90.0 22.4 4.9 28.3
AST1 5.2 74.7 25.0 3.4 32.7
AS AS T2 7.6 -82.0 23.7 3.8 28.0
CONTAMINADA AST3 7.7 -88.3 23.4 4.1 30.0
AS T4 8.5 -114.3 22.8 3.8 23.3

BIOCOT1 5.2 74.7 23.2 3.5 30.0

BIO BIOCO T2 7.8 -90.0 23.2 3.2 27.0
CONTROLE BIOCO T3 8.0 -102.7 22.5 59 30.0
BIO CO T4 8.2 -100.0 22.2 4.7 24.3

BIOT1 5.3 74.7 25.0 3.4 32.3

BIO BIO T2 7.7 -82.7 23.2 3.6 28.3
CONTAMINADA BIO T3 7.9 -97.3 23.3 5.0 30.7
BIO T4 8.4 -113.3 22.6 3.6 28.0

Legenda: pH - potencial Hidrogenidnico; eH - potencial de oxidacdo-reducdo; T — Temperatura; OD —
Oxigénio Dissolvido; SAL — Salinidade; AS — Avicennia schaueriana; BIO — Biorremediacdo; TO — O dia
da montagem experimental; T1 — Apds 20 dias; T2- Apos 40 dias; T3- Apds 60 dias; T4 — Apos 90 dias.
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Tabela 6 — Somatério dos HPAs de acordo o nimero de anéis, para cada modelo de remediacao,
durante os 90 dias de experimento

AMOSTRA 2 Anéis 3 Anéis 4 Anéis 5 Anéis 6 Anéis

[ng/g] [ng/g] [ng/g] [ng/g] [ng/g]

TEMPO 0 C’:ONTROLE 66.59 111.33 289.59 269.83 225.38
OLEO 448.50 7614.00 1701.96  372.14 162.95

ASCOT1 939.20 192.24 764.78 758.94 442.63

AS AS CO0T2 338.46 92.04 428.35 595.62 661.63
CONTROLE AS CO T3 1178.26 394.18 502.83 655.97 661.67
AS CO T4 1148.12 151.50 855.48 775.78  376.09

AST1 1372.04 7325.25 4303.49 921.84  360.40

AS AS T2 1689.56 8433.18 2348.54 1071.07  781.33
CONTAMINADA AST3 991.03 7245.08 1901.87  915.75 708.15
AS T4 2318.75 8633.66 3464.10 1172.58 608.24

BIOCOT1 70.03 146.33 407.05 1032.98 336.44

BIO BIOCOT2 209.64 57.07 190.15 173.13 87.46
CONTROLE BIO CO T3 202.62 54.44 272.05 223.38 147.21
BIO CO T4 138.90 48.14 177.66 167.14 121.63

BIOT1 645.03 6546.35 1618.76  334.11 166.34

BIO BIO T2 551.86 4158.42 922.86 312.67 104.68
CONTAMINADA BIO T3 699.41 4875.07 1277.90  289.14 154.36

BIO T4 489.06 3557.70 820.35 311.67 136.68
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Tabela 7 — Somatério dos 16 HPAs e o somatério de acordo com o peso molécula (baixo ou alto) para
cada modelo, durante os 90 dias

AMOSTRA SHPAs SAHPAs S16HPAs
[ng/g] [ng/g] [ng/g]
TEMPO 0 (?ONTROLE 177.92 618.44 962.73
OLEO 8062.51 2237.05 10299.56
ASCOT1 1131.44 1966.36 3097.80
AS AS CO T2 430.50 1685.60 2116.09
CONTROLE ASCOT3 1572.44 1820.47 3392.91
AS CO T4 1299.62 2007.35 3306.97
AST1 8697.29 5585.73 14283.02
AS AS T2 10122.74 4200.94 14323.68
CONTAMINADA AS T3 8236.11 3525.77 11761.88
AS T4 10952.41 5244.93 16197.34
BIOCOT1 216.36 1776.48 1992.84
BIO BIO COT2 266.71 450.74 717.45
CONTROLE BIOCOT3 257.06 642.64 899.71
BIO CO T4 187.04 466.43 653.47
BIOT1 7191.38 2119.20 9310.59
BIO BIO T2 4710.28 1340.20 6050.48
CONTAMINADA BIO T3 5574.48 1721.40 7295.88
BIO T4 4046.76 1268.69 5315.45

Legenda: X16HPAs: somatoério das concentragbes dos 16 HPAs; 2BHPAs: somatério das
concentragdes dos HPAs de baixo peso molecular; ZAHPAs: somatério das concentragcdes dos HPAs
de alto peso molecular.
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Tabela 8 — Concentragdes individuais dos 16 HPAs, para os dois modelos de remediacéo (fitorremediacdo e biorremediacéo intrica a), durante os 90 dias.

HPAs de baixo peso molecular HPAs de alto peso molecular
2 Anéis 3 Anéis 4 Anéis 5 Anéis 6 Anéis
Naf Ac Ace Flu Phe Ant Fluo Pyr BaA Chr BbF BkF BaP InP DBA BghiP

AMOSTRA
[hg/g]  [ng/g] [ng/g] [ng/g]  [ng/g] [ng/g] [ng/g] [ng/g]  [ng/g]l  [ng/g] [ng/g] [ng/g] [ng/g]l [ng/g] [ng/g] [ng/g]

CONTROLE 48.56 12.94 5.08 9.59 76.08 25.67  76.95 89.41 40.51 82.71 17266 70.08 27.15 88.44 20.96 115.99

TEMPOO ko 311.16 100.81 36.53 63352 6754.62 225.86 265.41 95457  73.46  408.53 22491 3401 113.23 68.60 16.84  77.43
AS COT1 903.64 3152 4.04 3027 9577 66.20 22658 320.82 110.46 106.93 552.65 133.62 72.67 113.21 30.23 299.19

AS AS CO T2 31445 22.82 118  7.85  39.02 4517 109.22 156.66 7516  87.30 384.57 98.19 112.86 208.85 103.21 349.57
CONTROLE  AsCOT3 114573 22,74 979 19529 12324 7566 129.89 19357  87.78  91.59 41971 114.99 121.27 22293 99.77 338.96
ASCOT4 110693 37.13 406 1515  63.62 7273 24383 33267 14177 13721 539.90 13951 96.37 127.32 19.61 229.17

AST1 1071.19 234.67 66.19 691.68 6188.58 444.98 335.22 1127.58 2092.03 748.66 727.56 81.67 112.61 78.30 31.23 250.87

AS AS T2 619.54 263.95 806.07 482.42 7342.69 608.08 287.28 1093.62 162.28 805.37 762.83 117.32 190.92 257.07 92.82 431.43
CONTAMINADA - a5 T3 620.79 300.01 70.23 46571 626953 509.84 250.82 906.90  98.85 64529 667.19 106.74 141.82 266.48 71.26 370.41
AS T4 1921.92 32591 70.92 896.73 7190.85 546.09 503.18 1850.10 178.13 932.69 820.77 159.11 192.71 174.82 64.19  369.24

BIOCOT1 2572 3974 457 2072 7499 5062 101.82 150.11  31.01 12412 320.90 130.60 581.48 117.08 58.73 160.63

BIO BIOCOT2 197.08 11.27 130 855  19.04 2947 5897 8355 3141 1622 12148 1822 3344 4566 555  36.26

CONTROLE  pi0co T3
180.10 1177 176  9.04 2041 2499 8432 10844 4532 3397 12033 2042 64.63 7376 869  64.76

BIO CO T4 126,79 1076 135 447 1751  26.16 55.66  74.26 30,72 17.01 11313 19.63 3439 6450 7.05  50.09

BIOT1 503.98 9527 4578 232.75 6034.07 279.53 14357 501.96 706.14 267.09 209.06 33.04 92.01 7024 22,77 73.33

BIO BIO T2 379.82 137.72 3432 431.85 3568.00 158.57 139.42 509.50  38.17 23577 169.73 6589 77.05 4171 17.22 4575
CONTAMINADA g5 T3

536.77 12951 33.12 443.94 428454 14659 183.49 72559 5675 312.08 16654 32.98 89.62 6531 1293 76.12

BIO T4 33356 11471 4079 351.86 3062.72 143.11 13427 45251  37.39 196.18 189.73 33.72 8821 60.67 16.04 59.96

Legenda: Naf — Naftaleno; Ac — Acenaftileno; Ace — Acenafteno; Flu — Fluoreno; Phe — Fenantreno; Ant — Antraceno; Fluo — Fluoranteno; Pyr — Pireno; BaA -
Benzo[a]Antraceno; Chr — Criseno; BbF - Benzo[b]Fluoranteno; BKkF - Benzo[k]Fluoranteno; BaP - Benzo[a]Pireno; InP - Indeno[123, cd]Pireno; DBA -
Dibenzo[ah]Antraceno; BghiP - Benzo[ghi]Perileno.
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