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REsSuUMO

A eficiéncia de tratamentos de biorremediacdo utilizando fertilizantes e um
biossurfactante na reducdo da toxicidade de sedimento contaminado por petréleo e um
derivado, ao longo do tempo, foi avaliada no presente trabalho por meio de bioensaios
com o copépodo Tisbe biminiensis. O sedimento utilizado foi coletado no estudrio do
rio Sao Paulo-BA, area com historico de contaminagdo por derivados de petrdleo e na
baia de Suape-PE. Em laboratorio, os sedimentos foram acondicionados em provetas de
vidro acomodadas em aquarios. Para cada tratamento foram utilizados 3 aqudrios
sujeitos a renovacao de 1/3 da dgua a cada 12 horas. O sedimento do estuario do rio Sao
Paulo foi homogeneizando e recebeu os fertilizantes NPK e OMOCOTE, aplicados em
3 vezes de 1,5 g em cada proveta. O sedimento de Suape foi contaminado com 6leo
diesel (40 g. kg™) e recebeu biossurfactante ramnolipideo (0,04 g. kg™), produzido pela
bactéria Pseudomonas aeruginosa. Os sedimentos contaminados por petroleo e
derivado sujeitos a biorremediacdo foram comparados ao sedimento controle,
proveniente de uma area sem contaminagdo. As coletas das provetas de sedimento para
a avaliacdo ecotoxicoldgica foram realizadas 6 vezes durante os 90 dias do experimento
com fertilizantes e 5 vezes durante os 111 dias do experimento com biossurfactante.
Durante os bioensaios, cinco réplicas contendo sedimento controle, coletada em uma
area livre de contaminacao, foram utilizados para comparar o efeito toxico. Os testes de
toxicidade tiveram duracdo de 7 dias. Para cada réplica de sedimento foram utilizadas
10 fémeas ovigeras, colocadas em recipientes-teste contendo 2g do sedimento em
estudo e 20 ml de suspensao de diatomdcea a uma concentracao de 0,2ug Clorofila a.
mL™". A adi¢io de alimento era realizada a cada dois dias. Ao término de cada
experimento as fémeas eram coradas com Rosa de Bengala e fixadas em formol para
contagem e analise dos efeitos letais e sub-letais (sobre a prole). O sedimento coletado
no estuario do Rio Sao Paulo, testado inicialmente apd6s homogeneizagdo nao
apresentou toxicidade letal as fémeas de Tisbe biminiensis, porém reduziu
significativamente a fecundidade total dos organismos expostos. A introdu¢ao do
fertilizante NPK interferiu na sobrevivéncia das fémeas nas coletas realizadas com 1 e 8
dias apds o inicio do experimento, contudo este sinal de letalidade desaparece no
decorrer do periodo de biorremediagdo com os fertilizantes. A fecundidade dos
organismos aumenta gradativamente tanto nos tratamentos em que houve adi¢ao de
fertilizantes quanto no tratamento sujeito apenas a atenuagdo natural, ndo havendo
diferencas significativas entre tais tratamentos. O tratamento com biossurfactante
apresentou efeito toxico sub-letal na fecundidade do copépodo na primeira avaliagdo
ap6s a adicdo deste composto, aos 21 dias de experimento, possivelmente pela
disponibiliza¢do do dleo, pela presenga de metabolitos gerados apds a degradacdo ou
ainda pela toxicidade do biossurfactante. Este tratamento ndo demonstrou superioridade
quanto a eficiéncia em relagdo ao sedimento sujeito apenas a atenuacdo natural. Desta
forma, a adi¢do de fertilizantes, bem como o uso de biossurfactante, nas concentragdes
utilizadas, ndo acelerou a reducdo da toxicidade dos sedimentos contaminados do
estuario do rio Sao Paulo e da baia de Suape, respectivamente. Nestas circunstancias, a
atenuacdo natural dos hidrocarbonetos liberados por derivados do petréleo no sedimento
resultarda em uma degradagdo sem maiores prejuizos a biota.

Palavras Chave: Pseudomonas, NPK, OSMOCOTE.
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ABSTRACT

The efficiency of toxicity reduction in petroleum-contaminated sediments by
bioremediation treatments using fertilizers and a biosurfactant was evaluated utilizing
the copepod Tisbe biminiensis bioassays. The sediments used were collected in the
estuary of S3o Paulo river (Bahia), an area with a history of contamination oil
derivatives, and on Suape Bay (Pernambuco). In laboratory, sediments were placed in
glass test tubes on aquarium, subjected to renewal of 1/3 of the water volume every 12
hours. The sediment of Sdo Paulo river estuary was homogenized and received NPK
and OSMOCOTE fertilizers, applied three times on each test tubes (1.5 g). The
sediment of Suape was contaminated by diesel oil (40 g. kg') and received the
rhamnolipid biosurfactant (0.04 g. kg'), produced by the bacteria Pseudomonas
aeruginosa. Three replicates aquariums were used for each treatment and also for
controls without additives to accelerate the process of bioremediation (natural
attenuation). The sediment test tubes were sampled for toxicology assessment 6 times
during the 90 days in fertilizers experiment and 5 times during 111 days in biosurfactant
experiment. During the bioassay with copepods five replicates of control sediment
represented by an estuarine sediment of uncontaminated area were made to determine
toxic effect. The toxicity bioassays lasted 7 days. For each sediment replicate were
added ten ovigerous female in test containers prepared with 2g of sediment and 20 mL
of diatom suspension (0.2 pg Chl-a mL™). The food addition was carried out every two
days. At the end of experiments, the copepod females were stained with Rose Bengal
and fixed in formaldehyde for counting and analysis of the lethal and sub-lethal effects.
The Sao Paulo’s estuarine sediments were tested initially after homogenization and did
not present lethal effect on T. biminiensis, however decreased significantly the total
fecundity of exposed organisms. The introduction of NPK fertilizer affected the
females’ survival in samples taken out at 1 and 8 days after beginning of the
experiment, however this sign of lethality disappears throughout fertilizer
bioremediation period. The fecundity of the organisms increased gradually both in
treatments where there was addition fertilizer as in treatment subject to natural
attenuation, no significant differences between such treatments. The biosurfactant
treatment showed sub-lethal effects on fecundity in the first evaluation after the addition
of this compound, at 21 experiment days, probably due to the availability of oil, because
the presence of metabolites generated after degradation, or by the toxicity of
biosurfactant. It was not observed after 111 days more efficiency of this treatment in
relation to sediment subject only to natural attenuation. Thus, the addition of fertilizers
or biosurfactant do not accelerated the reduction of the toxicity of sediments
contaminated of the estuary of Sdo Paulo estuary and Suape bay, respectively. In these
circumstances, the natural attenuation of hydrocarbons released by petroleum in the
sediment will result in degradation without major damage to biota.

Key words: Pseudomonas, NPK, OSMOCOTE.
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1. INTRODUCAO

Na ultima década, o volume de o6leo movimentado no Brasil cresceu
significativamente. Em 2008, o pais conseguiu produzir e exportar 132 milhdes de
barris de petroleo, cerca de 20 vezes o que foi exportado em 2000 (ANP, 2009a).

Atualmente, existem 14 refinarias instaladas no pais utilizando 6leo
predominantemente oriundo dos campos de producao nacionais (ANP, 2009b). Além
das refinarias, o setor conta ainda com um sistema de dutos de aproximadamente 25.000
km de extensdo para transportar os derivados de petréleo pelos centros consumidores do
pais (PETROBRAS, 2008).

Grande parte dessa estrutura necessaria a cadeia produtiva do petroleo e
derivados, no Brasil, estd localizada proxima aos ecossistemas costeiros. Com isso,
embora seja crescente o nivel de responsabilidade ambiental envolvido neste setor, a
extensa costa brasileira (7.400 km) apresenta-se vulneravel aos acidentes envolvendo
derramamento de petroleo de diferentes magnitudes (DA SILVA et al., 1997; BURNS
et al., 2000).

Segundo Gundlach & Hayes (1978), os ambientes costeiros (manguezais,
costdes rochosos, recifes de coral, etc.) diferem significativamente quanto a sua
sensibilidade a derrames de 6leo, considerando tanto o tempo de residéncia do dleo
quanto os impactos sobre a biota. Segundo estes autores, os manguezais por
apresentarem baixo hidrodinamismo, sdo considerados os ecossistemas mais sensiveis a
derrames acidentais de petroderivados, pois apresentam maior tempo de residéncia,
quando comparados aos ambientes mais expostos a a¢ao das ondas.

Uma vez na agua, parte dos contaminantes organicos como hidrocarbonetos,
tendem a depositar-se no sedimento, sendo o carater hidrofobico destes contaminantes
um fator adicional para a persisténcia neste compartimento (BURNS et al., 1994;
LEVINGS et al., 1994). Nos manguezais, estes compostos sdo acumulados e
preservados no ambiente sedimentar devido as caracteristicas peculiares deste
ecossistema, como elevado contetido de carbono organico, diretamente relacionado a
sor¢do (aderéncia) de contaminantes hidrofébicos (BURNS et al., 1994; SOUSA,
2002).

A contaminacdo do sedimento representa um potencial poluidor elevado e

continuo (CHAPMAN, 2007). Assim, os efeitos deletérios causados por este sedimento
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sdo manifestados mesmo quando os niveis de poluentes na coluna d’agua estdo dentro
dos niveis estabelecidos por critérios de qualidade da 4gua ou ainda quando as fontes
poluentes sdo cessadas (LARSSON, 1985; BURGESS & MCKINNEY, 1997).

Os hidrocarbonetos ligados ao sedimento sdo recalcitrantes e apresentam alta
complexidade e toxicidade (THOMAS et al.; 1999; CARMAN et al., 2000;
NASCIMENTO et al, 2000; HARWELL et al., 2006;). Ao entrar em contato com 0s
organismos, podem levar a letalidade ou manifestar efeitos cronicos (LOTUFO, 1998a;
LOTUFO, 1998b; LANDRUM et al., 2003; PALETTO et al., 2008), ou disfungdes
metabolicas (desreguladores enddcrinos), as quais interferem no desenvolvimento e
reprodugdo dos individuos afetados (BEJARANO et al, 2006). Os efeitos toxicos
podem atingir desde individuo até populagdes inteiras em diversos niveis da teia trofica,
sendo a fauna bentdnica um dos grupos mais afetados devido a relagdo de dependéncia
com a matriz sedimentar (MENDOZA, 1998; CARMAN et al., 2000; SOUSA, 2002;
LANDRUM et al., 2003;)

Diante das implicagdes relacionadas a polui¢do causada por petroderivados,
diversos mecanismos direcionados ao tratamento de ecossistemas costeiros t€ém sido
desenvolvidos. Estes devem visar a redugdo das concentracdes ¢ dos efeitos toxicos
sobre o ambiente sem que sejam gerados impactos adicionais decorrentes dos processos
aplicados (BURNS, 2000; PRINCE et al; 2003; CANTAGALLO et al., 2007).

A aplicacdo de métodos fisicos como o uso de estruturas absorventes, esteiras
recolhedoras e skimmers sdao recomendados para limpeza de manguezais, todavia, deve-
se ressaltar que alternativas equivocadas podem maximizar os danos ambientais de um
derrame (CANTAGALLO et al., 2007). Na tentativa de minimizar estes danos, estudos
tém se aprofundado sobre o uso da remediagdo bioldgica ou biorremediag¢do, uma vez
que tem se destacado como o menos agressivo ao ecossistema.

O desenvolvimento de técnicas baseia-se principalmente na capacidade que a
microbiota instalada nos sedimentos tem em degradar e mineralizar hidrocarbonetos
petroliferos (YU et al., 2005). Entretanto, o crescimento destes microorganismos no
ambiente natural pode ser limitado por diversos fatores tais como baixa solubilidade e
disponibilidade dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) em 4agua e a
limitagdo de alguns nutrientes, especialmente o nitrogénio (N). A adi¢do de nutrientes
que estimulam a degradacdo pela microbiota (bioestimulo) tem sido adotada como
estratégia para superar estas deficiéncias (BARAHONA et al., 2004; BENTO et al.,

2005). Quando os nutrientes ndo sdo um fator limitante, uma das estratégias de

2



TORREIRO-MELO, A.G.A.G. Biorremediagdo da toxicidade de ...

biorremediacao sugeridas ¢ o bioaumento, que se da através da adicdo de consorcios
microbianos com atributos especiais para degradar os poluentes (BENTO et al., 2005).
Em contraproposta aos tratamentos mencionados, a biodegradagdo passiva, conhecida
por “atenuacdo natural”, vem sendo bastante estudada. Esta por sua vez, conta apenas
com a degradagdo realizada pela microbiota nativa, sem que sejam utilizadas técnicas
ou produtos para acelerar a transformac¢do dos contaminantes (YU et al., 2005;
OLGUIN et al., 2007).

Cantagallo et al. (2007) ndao recomendam o emprego de técnicas de
biorremediacdo que se utilizam da adi¢do de fertilizantes para areas eutrofizadas, uma
vez que os nutrientes frequentemente nao sao limitantes nestes ambientes. Entretanto, a
utilizagcdo de fertilizantes pode ser um beneficio na redugdo de hidrocarbonetos no
sedimento de areas que, embora estejam eutrofizadas, os nutrientes ndo se apresentam
disponiveis ou estdo em propor¢des deficientes (SMITH et al., 1998; PORTO ROSA &
TRIGUIS, 2007).

O uso de surfactantes, substdncias que atuam como dispersantes, tem sido
amplamente explorado como alternativa para limpeza de ambientes costeiros, eles
apresentam atividade tensoativa e auxiliam na dessor¢do de compostos hidrofobicos. A
disponibilizagdo causada pelos surfactantes intensifica a biodegradagdo, o que resulta
em um aumento da eficiéncia de remocao dos contaminantes (MULLIGAN, 2005; AL-
ARAJI etal., 2007).

A aplicagdo de surfactantes de origem sintética requer ponderagdes importantes
visto que pode gerar efeitos mais toxicos do que os causados pela presenga de dleo
(BRASIL, 2000; FULLER & BONNER et al., 2001; CETESB, 2005). Em oposigao, os
biossurfactantes, produzidos por vdrias espécies de microorganismos, principalmente
bactérias e fungos, sdo biodegradaveis e apresentam baixa toxicidade, aspectos que
reforcam o seu uso como alternativa diante dos surfactantes de origem sintética
(BENINCASA, 2007; BARROS et al., 2008; RAHMAN & GAKPE, 2008).

Até poucas décadas, o acompanhamento da eficiéncia dos processos de
biorremediacdo baseava-se, principalmente, em andalises quimicas da matriz remediada.
Contudo, os processos biogeoquimicos que ocorrem durante degradagdo geram
metabolitos que estas analises nao sdo capazes de detectar (KOROL, 2003; BURATINI
& ZAGATTO, 2006). Estes compostos secundarios, por sua vez, podem apresentar
toxicidade superior em relagdo aos compostos iniciais (DORN & SALANITRO, 2000;
BENTO et al., 2003; CHAGAS-SPINELLI, 2007). A toxicidade gerada em um
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processo biorremediativo pode advir ainda dos compostos utilizados para acelerar a
degradacao dos contaminantes (p. ex. surfactantes e compostos nitrogenados) (FULLER
& BONNER, 2001; CHAGAS-SPINELLI, 2007). O grau de toxicidade observado pode
ser acentuado caso ocorram efeitos sinérgicos, antagdnicos ou de potenciagdo entre os
compostos (MOZETO & ZAGATTO, 2006). Estes fatores fazem parte de uma gama de
argumentos que sugerem a incorporagdo da ecotoxicologia nas avaliagdes de processos
biorremediativos. O uso de testes de toxicidade pode ajudar a definir e direcionar
decisdes adequadas em relagdo a padrdes aceitdveis de limpeza em relacdo a
remediacdo, uma vez que estes respondem pela avaliagdo de impactos na biota
(BESTEN & BRINK et al., 2005; MOLINA-BARAHONA et al., 2005; PLAZA et al.,
2005).

Os parametros utilizados na ecotoxicologia dividem-se de acordo com sua
relevancia bioldgica, podendo ser caracterizados como letais e sub-letais (LOTUFO,
1998b; LANDRUM et al., 2003; ABESSA et al., 2006). Estes ultimos sdo causados por
concentragdes inferiores das capazes de causar letalidade direta e compreendem uma
variedade de aspectos que podem afetar a reproducdo das espécies e interferir no
desenvolvimento saudavel da prole. A avaliagdo de efeitos sub-letais pode basear-se na
quantificagdo de descendentes produzidos, na andlise dos padrdes de desenvolvimento e
comportamento dos individuos ou ainda em andlises bioquimicas (enzimas e
hormdnios) e genéticas (CHAPMAN, 2002; DAHL et al., 2006).

As espécies utilizadas nos testes precisam ter caracteristicas que os tornem
confiaveis e reprodutiveis (ZAGATTO, 2006; KWOK et al., 2008). Devido a
comprovada utilidade da ecotoxicologia no estabelecimento de critérios de qualidade de
agua e sedimento (CHAPMAN, 2007) novos métodos foram adaptados para diversas
espécies (ASTM, 1994a; ASTM, 1994b; ASTM, 2004).

Os copépodos marinhos harpacticoides, sdo componentes representativos da
fauna bentonica e tém sido freqlientemente expostos a testes letais e sub-letais com
contaminantes (LOTUFO, 1997; BELLAS & THOR, 2007). A escolha destes
organismos ¢ justificada por apresentarem os pré requisitos necessarios como
sensibilidade aos contaminantes, o ciclo de vida curto, altas taxas de fecundidade,
tamanho reduzido e o baixo custo envolvido nos testes (HUTCHISON et al., 1999;
HACK et al., 2008). O habito epibentonico destes copépodos possibilita testar poluentes
tanto na fase aquosa quanto aqueles ligados ao sedimento, a exemplo das espécies,

Robertsonia propinqua (HACK et al., 2008) Amphiascus tenuiremis (HAGOPIAN-
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SCHLEKAT et al.,, 2001, BEJARANO & CHANDLER, 2004), Nitocra spinipes
(DAHL et al., 2006) e Tigriopus fulvus (BENGTSSON, 1978, COULL &
CHANDLER, 1992; FARAPONOVA et al.,, 2005). Estudos tém demonstrado que
organismos desta ordem apresentam redugdes significativas na densidade quando
expostos a contamina¢do por 6leo (BOUCHER, 1980; CARMAN et al.,, 1996;
CARMAN et al., 1997).

Dentre os harpacticoides, o género Tisbe um grupo ecologicamente importante
da meiofauna, tem se destacado na ecotoxicologia aquatica. As espécies Tisbe battagliai
(HUTCHINSON et al., 1999; ISO 14669, 1999; POUNDS et al., 2002; THOMAS et
al., 2003) Tisbe holothuriae (MILIOU et al., 2000; TAYLOR et al., 2007) e Tisbe
longicornis (LARRAIN et al., 1998; RUDOLPH et al., 2009) sdo espécies teste
utilizadas internacionalmente em ecotoxicologia marinha por apresentarem alta
sensibilidade a toxicos.

A espécie Tisbe biminiensis Volkmann-Rocco 1973 tem demonstrado resultados
satisfatorios em estudos envolvendo avaliagdes de toxicidade de ambientes impactados
(ARAUJO, 2008; TORREIRO, 2008; OLIVEIRA 2009). A padronizacdo da
metodologia para a realiza¢do de teste de toxicidade de sedimento com esta espécie,
cuja dinamica populacional e aspectos de sua dieta em condi¢gdes de laboratdrio sdo
conhecidos (PINTO et al., 2001; ARAUJO-CASTRO & SOUZA-SANTOS, 2005), foi
realizada por Aratjo-Castro (2008). Neste trabalho, foi determinada a carta controle
necessaria a padronizacdo do método, utilizando o dicromato de potdssio como
substancia de referéncia.

Desta forma, o presente estudo teve como objetivo avaliar a toxicidade ao longo
do tempo em sedimento de manguezal contaminado natural e artificialmente por
petréleo e derivados e sujeito a biorremediagdo com fertilizantes e um biossurfactante
em condi¢des laboratoriais através de bioensaios com o copépodo bentonico Tisbe

biminiensis.

2. HIPOTESE

Os processos biorremediativos no sedimento utilizando os fertilizantes NPK e
OSMOCOTE e um biossurfactante ramnolipidio promovem a reducdo da toxicidade

provocada por petroleo e derivados ao longo do tempo.
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3. OBJETIVOS
3.1. Geral

Avaliar a eficiéncia da biorremediagdo na reducdo da toxicidade do sedimento
de manguezal contaminado natural e artificialmente por petroleo e derivados utilizando
fertilizantes e um biossurfactante em condi¢des laboratoriais, ao longo do tempo,

através de bioensaios com o copépodo bentonico Tisbe biminiensis.

3.2. Objetivos Especificos

e Verificar o efeito da contaminagdo do sedimento da baia de Todos os Santos e
do sedimento de Suape, este ultimo contaminado com o6leo diesel, antes da
aplicacdo dos métodos de biorremediacdo em relacdo a sobrevivéncia e

reprodugdo do copépodo Tisbe biminiensis;

e Avaliar a toxicidade letal e sub-letal do sedimento contaminado durante a
aplicacdo de processos de biorremediacdo utilizando os fertilizantes NPK e
OSMOCOTE e um biossurfactante ramnolipidio, por meio de testes com o

copépodo Tisbe biminiensis ao longo do tempo;

e Verificar a relagdo da toxicidade com os nutrientes no processo utilizando
fertilizantes, ¢ com os 16 HPAs principais no processo utilizando o

biossurfactante.

4. METODOLOGIA
4.1. Areas de estudo
4.1.1. Estuario do rio S&o Paulo
O estuario do rio Sao Paulo esta localizado na por¢ao nordeste da Baia de Todos
os Santos (BTS), no Estado da Bahia (Fig.1). A BTS possui uma area de
aproximadamente 1.000 km? e cerca de 180 km de extensdo costeira. Apresenta
ecossistemas caracteristicos de regides tropicais e subtropicais, como manguezais € 0s

recifes de corais (CRA, 2001).
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E uma regido de grande importancia econdmica e histérica regional, sendo
considerada uma das maiores e mais importantes baias navegaveis da costa tropical do
Brasil (CRA, 2001). A regido enfrentou grande expansao industrial, com a implantacdo
das primeiras unidades de exploracdo, producdo e refino de petrdleo em territorio
brasileiro, sendo inserida no cenario mundial deste setor (VEIGA et al., 2008).

Além do desenvolvimento industrial, a expansdo populacional desordenada na
BTS resultou em um quadro de elevadas concentragdes de contaminantes organicos e
inorganicos (CELINO & QUEIROZ, 2006; CELINO et al., 2008). A auséncia de um
adequado planejamento e tratamento de efluentes acentuou esta situagdo, sendo as
porg¢des norte e nordeste da baia as mais afetadas pela contamina¢do (ORGE et al.,
2000).

A circulagdo oceadnica na BTS eleva os niveis de reciclagem da dgua, entretanto,
essa circulagdo ndo ¢ capaz de neutralizar totalmente a toxicidade em algumas areas da
baia (WOLGEMUTH et al., 1981; LIZARRAGA-PARTIDA & CARDENAS, 1996).
Varios trabalhos t€ém demonstrado concentracdes de hidrocarbonetos na BTS como
perturbadoras da qualidade ambiental da area (PESO-AGUIAR et al., 2000;
VENTURINI & TOMMASI, 2004).

No estuario do rio Sao Paulo foi verificada a presenga de exudacdes de 6leo em
uma extensa area do substrato de manguezal. Esta ocorréncia se deve a proximidade da
Estacdo de Producdo da UN-BA (Petrobras), denominada Pedra Branca. Este passivo
ambiental ¢ o foco do projeto de biorremediacdo financiado pela RECUPETRO, que
construiu um galpdo de simulacdo em parceria com o Laboratério de Geoquimica da
Universidade Federal da Bahia, com 78 m?, nas proximidades do manguezal, onde os

sedimentos sdo submetidos a processos biorremediativos.
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Figura 1 — Area de amostragem de sedimento, proximo a Esta¢io de Produgdo Pedra Branca (Petrobras),
no estuario do rio Sdo Paulo, Baia de Todos os Santos — BA, Brasil (modificado de Aratjo-Castro, 2008).

4.1.2. Baia de Suape

O Complexo Industrial e Portudrio de Suape estd localizado no municipio de
Ipojuca, 40 km ao sul de Recife — PE (Fig. 2). Além de ser privilegiado pela posi¢ao
geografica, que o torna concentrador e distribuidor de cargas, este se tornou o mais
completo polo para a implantagdo de negocios industriais e portudrios da Regido
Nordeste (SUAPE, 2009). Contudo, as atividades de exploragdo da area tornam o
Complexo responsavel por inimeros impactos devido, principalmente, a dragagem,
dinamitacao dos recifes, aterros sobre a linha recifal, destrui¢do do manguezal adjacente
e trafego de embarcacdes de grande porte (FERNANDES, 2000).

As fontes de contaminagdo da area abrangem desde descarga de esgoto
doméstico e de residuos de industrias, até as oriundas do material dragado e relativas a
agricultura (CPRH, 2003; 2006). Estas atividades comprometem a qualidade de todos os
compartimentos deste ambiente, como a qualidade do ar (FREITAS, 2009) e
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principalmente das 4guas e sedimentos (CHAGAS-SPINELLI, 2007; ARAUJO-
CASTRO, 2008; MORAES, 2009).

Em adi¢do ao risco ambiental, neste ambiente costeiro também esta sendo
instalada a Refinaria Abreu e Lima até 2011, que ira processar o 6leo pesado do Brasil e
da Venezuela, sendo responsavel por 60% do 6leo diesel produzido no pais. Diante
desse crescente risco ambiental em areas de manguezal, um dos ecossistemas mais
produtivos da Terra, sobretudo em aspectos econdmicos e soOcio-ambientais
(RICKLEFS, 2003), os esforcos no sentido de ampliar estudos acerca da contaminagao

e minimizacdo dos danos ecoldgicos neste ambiente sdo bastante justificaveis.
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Figura 2 — Area (demarcada com retangulo) da amostragem do sedimento na baia de Suape — PE, Brasil.

4.2. Amostragem de sedimento
Os sedimentos utilizados no presente estudo foram coletados durante a baixa-
mar, com auxilio de um testemunhador de ago inoxidavel de 10 cm de diametro e
capacidade para coletar testemunhos de até 30 cm de profundidade.
No estuario do rio S3o Paulo-BA, foi coletado o sedimento para biorremediagao
no qual foi utilizado o bioestimulo, que consistiu na adicdo de nutrientes para estimular
o crescimento bacteriano e acelerar o processo de degradacdo do 6leo. Apds a coleta,

realizada no médio-litoral em maré baixa, o sedimento foi homogeneizado a fim de
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evitar erros analiticos, ja que € observada a presen¢a de manchas pontuais de 6leo no
sedimento desta area. Parte deste sedimento homogeneizado seguiu para as analises
geoquimicas e de toxicidade descritos adiante para a avaliagdo do sedimento antes da
introducdo dos fertilizantes. O sedimento restante foi transportado para o galpao de
simulagdo de biorremediagdo do Laboratério de Geoquimica da Universidade Federal

da Bahia (Fig. 3).

Figura 3 - Galpdo de simulagdo de biorremediacdo do Laboratério de Geoquimica da Universidade
Federal da Bahia. Fonte: Laboratdrio de Geoquimica da Universidade Federal da Bahia.

A adocdo do biossurfactante (surfactante de origem bioldgica) teve como
finalidade reduzir a tensdo superficial entre o 6leo e a dgua e auxiliar na dispersdo e
biodisponibilidade das fracdes do petroderivado. Para este tratamento foi utilizado o
sedimento coletado na baia de Suape — PE, no médio-litoral em maré baixa. As
amostras coletadas foram divididas em trés fragdoes com 10 cm de altura cada,
denominadas ao longo do estudo de superficie, meio e fundo. Apds a separacdo das
fracdes, as mesmas foram depositadas em recipientes com capacidade de 15 L, um para
cada fragdo do substrato. Cada fracdo foi homogeneizada para posterior medi¢do de
parametros fisico-quimicos. O sedimento foi levado para o Laboratério de Saneamento
Ambiental no Departamento de Engenharia Civil da UFPE.

As amostras provenientes das simulagdes de biorremediacdo tiveram seus
parametros de toxicidades comparados as amostras de sedimento controle. A coleta do
sedimento controle foi realizada no estuéario do rio Maracaipe, situado no municipio de
Ipojuca, Pernambuco (S 08°32°21.8” W 35°00°14.5”). Este estuario localiza-se longe de

centros urbanos e industrias, sendo os niveis de contaminagdo avaliados até o presente
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incapazes de causar efeitos biologicos prejudiciais a espécie dos organismos testados no
presente estudo (ARAUJO-CASTRO et al., 2009). O sedimento foi coletado durante a
baixa-mar, com auxilio de uma espatula, previamente descontaminada e lavada com
agua local, retirando os 2 primeiros centimetros. As amostras de sedimento controle
foram submetidas aos bioensaios simultaneamente as demais, sendo coletado

mensalmente para a Bahia e bimensalmente para Suape.

4.3. Montagem dos experimentos

Em laboratorio o sedimento coletado foi acondicionado em colunas de vidro
vazadas no topo e na base, com 30 cm de altura e 5 ou 6 cm de didmetro (estudrio do rio
Sdo Paulo-BA e baia de Suape-PE, respectivamente), previamente revestidas com sacos
de algodao na cor branca ou preta (estudrio do rio Sdo Paulo-BA e baia de Suape-PE,
respectivamente) (Fig. 4). A mudanca de cor branca para preta foi para reduzir os
processos aerdbicos. Os sacos foram fixados nas colunas com auxilio de elésticos
posicionados logo abaixo da abertura superior das mesmas (Fig. 4). As colunas foram
acomodadas em aquarios de vidro com 30 cm x 30 cm x 35 cm (largura x comprimento
x profundidade) através de suportes de madeira (Fig. 4 e Fig. 5). Para o sedimento de
Suape-PE, onde a amostra foi fracionada, foi realizada uma marcag¢do nas colunas em
intervalos de 10 cm, garantindo que cada fracdo fosse depositada na posicao

correspondente as trés profundidades coletadas.

Figura 4 - Diferentes angulos das provetas de vidro, revestidas com saco de algodao, utilizadas no sistema
de simulagdo de biorremediacdo instalado no Galpdo do Laboratério de Geoquimica da Universidade
Federal da Bahia. Fonte: Laboratério de Geoquimica da Universidade Federal da Bahia.

Cada aquario possuia um sistema de circulagdo para renovar 1/3 do volume total

da agua a cada 12 horas. Para o experimento da Bahia foi utilizada a agua do mar do
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proprio manguezal e para o experimento de Pernambuco foi utilizada dgua do mar
captada pela Aqualider em Muro Alto (Ipojuca-PE) e pela Netuno em Barra de
Sirinhaém (Sirinhaém-PE). Para manter a agua dos aqudrios oxigenada, em ambos

experimentos, foram utilizados compressores de ar.

hgua do mar B Base de madeira

X Aaratia
A-H | Colunas Entrada de dgua
£iSalda de dgua

Figura 5 - Desenho esquematico dos aquarios utilizados nos tratamentos de biorremediagdo de sedimento
em laboratorio.

4.4. Simulacdes de Biorremediagéo

4.4.1. Simulacdo utilizando fertilizantes (Bioestimulo)

Os sedimentos contidos nas colunas foram submetidos a dois tratamentos de
bioestimulo, utilizando dois fertilizantes amplamente aplicados na agricultura, e um
tratamento de atenuagdo natural, processo no qual ndo ha a otimizagdo das condigdes
nem a adicdo de compostos para acelerar a degradacdo do 6leo. Para cada tratamento
foram realizadas trés réplicas, totalizando nove aquarios, com oito colunas cada, estas
coletadas ao longo do tempo.

Os tratamentos estao descritos a seguir:

a) NPK — Sedimento com adicdo do fertilizante NPK;

b) OSMOCOTE — Sedimento com adi¢do do fertilizante OSMOCOTE, que apresenta
basicamente o mesmo papel do NPK, contudo ¢ um fertilizante de liberagdo lenta,
visando redu¢do do desperdicio e do efeito toxico nas raizes das plantas por excesso

de adubacgio;
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¢) Atenuacdo Natural (AN) — Sedimento sujeito apenas a simulacdo de maré e

oxigenacao.

A adicdo dos fertilizantes foi realizada trés vezes na fase inicial do experimento,
em intervalos de dez dias entre elas. Cada aplicagdo consistiu em 1,5 g do fertilizante
utilizado no tratamento, baseado em Porto-Rosa & Triguis (2006).

O fertilizante agricola NPK utilizado, da marca Produquimica, contém sulfato de
amonia ((NH4),SO,), fosfato de amonia ((NHg) sHPO4) e cloreto de potassio (KCI) em
propor¢des de N:P:K equivalentes (1:1:1). O fertilizante OSMOCOTE, da mesma
marca, possui nitrogénio (N), pentdéxido de fésforo (P,Os) e 6xido de potassio (K,0)
também em proporcdes equivalentes.

Os sedimentos de cada coluna foram retirados um dia apds adicionados os
fertilizantes e apos 8, 15, 30, 45, 60 e 90 dias de biorremediagdo. Apos serem coletados
das colunas, os sedimentos foram acondicionados em recipientes de vidro, sendo
mantidos refrigerados por bolsas de gelo em caixa térmica para preservar a integridade
da amostra. Os recipientes de vidro foram lavados, previamente, com &cido cloridrico e
na seqiiéncia com agua destilada,

Em seguida, os recipientes foram transportados para Laboratorio de Cultivo e
Ecotoxicologia (LACE) na UFPE em um periodo inferior a 24h para a realizacao dos
testes de toxicidade. Outra parte das amostras foi encaminhada para o Laboratorio de

Estudos do Petrdleo (LEPETRO) na UFBA para andlises geoquimicas.

4.4.2. Simulacdo utilizando biossurfactante

Para esse experimento de biorremediacdo utilizando biossurfactante, foram
utilizados 7 aqudrios, cada um contendo 8 colunas, e cada coluna contendo
aproximadamente 1 kg de sedimento. Os tratamentos de biorremediagdo denominados
Biossurfactante e Atenuacao Natural foram realizados com 3 réplicas cada, sendo o 7°
aqudrio destinado ao tratamento branco (sem contaminacdo). Este aquario foi utilizado
apenas nas analises de toxicidade para avaliar a existéncia de alteracdes deste pardmetro
no sedimento ap6s a incubagao no sistema de simulagao.

Segundo ARAUJO-CASTRO (2008), o sedimento coletado na baja de Suape
ndo apresenta contaminacdo por hidrocarbonetos relevante em relacdo a outras areas
consideradas poluidas. Por este motivo, foi realizada a contaminacdo do sedimento com

6leo diesel antes da aplicacdo dos tratamentos de biorremediagdo. Essa contaminagdo
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consistiu na adicdo de 40 g de o6leo diesel na superficie de cada coluna. Essa

concentragdo foi baseada nos estudos de Barahona et al. (2004) ¢ em Chagas-Spinelli

(2007). O oleo diesel utilizado foi o diesel B3, que apresenta em sua composi¢ao (3%)

de biodiesel. O mesmo foi obtido em um posto autorizado PETROBRAS (Posto BR).

Os tratamentos estdo descritos a seguir:

a) Biossurfactante (BS) — Sedimento contaminado com o6leo diesel, com adi¢ao do
biossurfactante raminolipideo;

b) Atenuacdo Natural (AN) — Sedimento contaminado com o6leo diesel sem
tratamento;

¢) Branco — Sedimento da area, sem contaminagao com o6leo diesel.

A adicdo do biossurfactante raminolipideo foi realizada uma semana apos a
contaminagdo com o 6leo diesel. Em cada coluna foram adicionados 35 mL da solu¢do
do biossurfactante a uma concentragdo de 1,04 g/L, resultando em 0,04 g de
biossurfactante por coluna, ou 0,04 g. kg™ de sedimento.

Para a produgdo do biossurfactante raminolipideo, foi utilizada Pseudomonas
aeruginosas D1A2, isolada de pogos de petroleo de Canto do Amaro/RN, e depositadas
na Colecao de Culturas de Microrganismos do Departamento de Antibidticos da UFPE.
O meio fermentado, contendo os ramnolipideos, foi produzido com o objetivo de ser
utilizado na remedia¢do de sedimento impactado por petroderivados como agente de
aceleracdo da biodegradagdo. A producdo do biossurfactante ocorreu no Laboratorio de
Saneamento Ambiental do Departamento de Engenharia Civil da UFPE, estando a
metodologia descrita em Silva et al. (2009).

Uma semana apos a contaminagdo do sedimento e antes de iniciar o tratamento
com o biossurfactante, foi retirada uma coluna de cada aquario para avaliar o efeito do
derramamento do o6leo diesel, denominado tempo 0 (T0). As demais coletas do
sedimento se deram apos 21, 45, 62 e 111 dias de biorremediagdo. Em cada coleta foi
retirada uma coluna de cada aquério, sendo retiradas 5 das 8 colunas contidas em cada
aquario durante o periodo de biorremediacao apresentado neste trabalho.

Apds serem coletados das colunas, os sedimentos foram acondicionados em
recipientes de vidro lavados com &cido cloridrico, seguido de agua destilada, sendo
mantidos refrigerados em caixa térmica para preservar a integridade da amostra. Em
seguida os recipientes foram levados para o Laboratorio de Cultivo e Ecotoxicologia

(LACE) na UFPE para os testes de toxicidade e outra parte encaminhada para o
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Laboratoério de Meio Ambiente do Centro de Tecnologias do Gés (CTG4as/SENAI/RN)

para analises geoquimicas dos HPAs.

4.5. Cultivo dos copépodos

Os copépodos da espécie Tisbe biminiensis, utilizados nos bioensaios, foram
cultivados no Laboratorio de Cultivo e Ecotoxicologia (LACE) no Departamento de
Oceanografia da Universidade Federal de Pernambuco.

O cultivo da espécie foi mantido em caixas de polietileno contendo 5 L de dgua
do mar filtrada (33+2 UPS), sob temperatura de 27+2 °C e fotoperiodo controlado
(12/12h claro/escuro). A agua dos cultivos foi trocada semanalmente, sendo o contetido
passado por malha de 63pm de abertura. As caixas de cultivo também foram trocadas
semanalmente. A alimentagdo consistiu na adi¢do das diatomaceas Thallassiosira
fluviatilis ou Chaetoceros calcitrans e ragdo para peixes.

As fémeas utilizadas nos bioensaios apresentaram 12 dias de vida para que fosse
minimizado o efeito da mortalidade natural durante o periodo de cada teste, bem como a
interpretacdo erronea dos resultados, uma vez que ocorre uma redu¢do da produgdo de
descendentes por individuos mais velhos (PINTO et al., 2001). Para obter as fémeas
com idade determinada, foi utilizada a metodologia proposta por Araujo-Castro et al.
(2009). Desta forma, o contetudo total do cultivo foi vertido em uma malha de 250 pm
de abertura 13 dias antes do inicio dos experimentos, com o objetivo de reter as fémeas
ovigeras. Os organismos retidos na malha foram transferidos para outra caixa contendo
5 L de agua do mar filtrada e alimento, na qual foram mantidos por 24 h para eclosdo do
ovos. Apos este periodo, o volume foi vertido na mesma malha, sendo a fracdo de
adultos retida transferida para outra caixa. A fragdo menor que 250 um foi acomodada
em uma caixa contendo 5 L de 4agua do mar filtrada, renovada 2 vezes por semana,
juntamente a adi¢do de alimento. Apds 12 dias, este grupo foi novamente passado pela
malha de 250 pum, sendo os organismos retidos transferidos para um recipiente com
aproximadamente 1 L de dgua do mar filtrada. Para a utilizacdo nos experimentos, as

fémeas ovigeras foram coletadas uma a uma com auxilio de pipeta Pasteur.
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4.6. Cultivo de microalgas
Para a alimentagdo dos organismos foram cultivadas as microalgas
Thallassiosira fluviatilis e Chaetoceros calcitrans no laboratério em meio de cultivo F/2
(GUILLARD, 1975).
O meio foi preparado utilizando-se agua do mar filtrada (3342 UPS), nutrientes,
1 mL de silicato e 2 mL da solugdo tampao de TRIS (25% de pH = 7.8). Apds o
preparo, o meio foi esterilizado em autoclave a 120 °C em 1 atm de pressdo por 15
minutos, sendo adicionadas posteriormente vitaminas esterilizadas por filtragdo em
membranas estéreis de 0,2 pm.
Os cultivos de microalgas foram mantidos em erlenmeyers a uma temperatura
controlada (26+1 °C), iluminados por ldmpadas fluorescentes com fotoperiodo de 12/12

horas (claro/escuro), sendo agitados manualmente todos os dias.

4.7. Bioensaios

Em laboratdrio, apenas os sedimentos provenientes do estuario do rio Sdo Paulo
foram peneirados em malha de 63 pum para remog¢do de possiveis predadores assim
como de outras espécies de copépodos para posterior utilizagdo nos bioensaios. O
sedimento proveniente da baia de Suape ndo foi peneirado devido ao reduzido volume
de sedimento disponivel para os bioensaios.

O bioensaio com o copépodo T. biminiensis, seguiu a metodologia de Aratjo-
Castro et al. (2009), sendo realizado no Laboratorio de Cultivo ¢ Ecotoxicologia
(LACE) do Departamento de Oceanografia da UFPE. Foi utilizada a mesma
metodologia para os bioensaios nos dois sistemas de simulagdo. Cada recipiente-teste de
67 mL recebeu 2 g de sedimento a ser testado e 20 mL de suspensdo de diatomacea
(Thallassiosira fluviatilis ou Chaetoceros calcitrans) em agua do mar na mesma
salinidade do cultivo (33+2 UPS) e concentragdo de 0,2 pg Clorofila-a. mL™. Em
seguida, os recipientes foram mantidos sob temperatura de 26+1 °C e fotoperiodo
controlado (12/12h claro/escuro).

Passadas 24 horas da distribuicdo do sedimento, 10 fémeas ovigeras do
copépodo T. biminiensis foram adicionadas em cada recipiente com auxilio de uma
pipeta Pasteur. Cada bioensaio teve uma duracdo de 7 dias, com adi¢do de alimento a
cada 2 dias. Foram medidos pH, O.D e salinidade do sobrenadante no inicio e no final
do experimento. Ao fim do teste o conteudo total dos recipientes foi corado com Rosa

de Bengala e fixado com formol a 4%. O efeito letal foi avaliado a partir da
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quantifica¢do das fémeas coradas (sobreviventes). Os efeitos sub-letais foram avaliados
através da contagem da prole produzida (fecundidade) e da percentagem de copepoditos
(nimero de individuos no estagio de copepodito x 100/total de descendentes). O
percentual de copepoditos foi analisado a fim de relacionar o desenvolvimento dos
organismos com a exposi¢ao ao sedimento testado.

Testes de referéncia usando o dicromato de potassio (K,Cr,O7) foram realizados
paralelamente a cada teste com sedimento. O objetivo destes testes foi avaliar a
susceptibilidade do lote de copépodos utilizados, comparando os resultados a carta

controle descrita em Araujo-Castro et al. (2009).

4.8. Analises geoquimicas

4.8.1. Sedimentos tratados com fertilizantes

As amostras de sedimento provenientes da simula¢do com fertilizantes foram
submetidas as analises quimicas no Laboratorio de Estudos do Petroleo (LEPETRO) da
Universidade Federal da Bahia.

As seguintes andlises foram realizadas: amoénia e nitrato (Método de Kjeldahl
por via imida - EMBRAPA, 1999); fosforo assimildvel (EMBRAPA, 1999); carbono
organico total (COT) (WALKEY-BLACK, 1947) e nitrogénio total (Método de
Kjeldahl - EMBRAPA, 1997). Os dados destas analises foram cedidos por
RECUPETRO (2009), para correlaciona-los aos padroes de variagdo da toxicidade.

4.8.2. Sedimentos tratados com biossurfactante

Bayer (2010) realizou analises de identificagdo e quantificagdo dos 16
hidrocarbonetos poliaromaticos (HPAs) listados como poluentes prioritarios pela EPA
nos sedimentos sujeitos ao tratamento com biossurfactante (Baia de Suape). Parte destes
dados foi utilizada no presente trabalho com o objetivo de relacionar a toxicidade a
presenca dos hidrocarbonetos pesquisados.

A determinacdo e quantificacdo dos 16 HPAs foi realizada no Laboratorio de
Meio Ambiente do Centro de Tecnologias do Gas (CTGas - SENAI/RN), seguindo o
método USEPA 8270 (USEPA, 2004). A amostra de sedimento foi estocada em 4°C até
a execugdo das analises. Uma aliquota de 10 g foi extraida usando extractor Soxhlet e
diclorometano como um solvente. O extrato purificado foi obtido posteriormente

usando uma coluna cromatografica de silica-alumina de 40 cm e diclorometano e n-
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hexano como solventes. Os 16 HPAs prioritarios foram identificados e quantificados

através de cromatografia gasosa por espectrometria de massa (GC-MS).

4.9. Anélise Estatistica

Os resultados obtidos com o teste de referéncia foram analisados através do
software de analise ABBOTT, utilizando o método Trimmed Spearman-Karber
(HAMILTON et al., 1977) para obtenc¢ao da concentragdo letal média ap6s 96 horas de
exposicao (CL50-96H).

Para a analise estatistica dos dados de sobrevivéncia, fecundidade total e
percentual de copepoditos na fecundidade total foi utilizado o software Bioestat versao
5.0. Apos a verificacdo da normalidade e da homogeneidade de variancia dos dados, foi
realizada uma Analise de Varidncia (ANOVA) de um fator para cada tempo
experimental, sendo o nivel de significancia igual a 0,05. O Teste a posteriori de
Dunnett foi utilizado para detectar diferengas significativas em relagdo ao controle.
Quando nao foi observada a normalidade ou heterogeneidade de variancias, foi aplicado
o teste ndo paramétrico de Kruskall-Wallis, seguido do teste a posteriori de Dunn
quando em presenca de diferengas significativas.

As analises de correlacdo de Pearson foram realizadas a fim de verificar a
existéncia de padrdes de associagao da toxicidade com os compostos inorganicos e
carbono organico total (estuario do rio Sao Paulo-BA) e com os 16 HPAs pesquisados
(baia de Suape-PE) ao longo de ambos experimentos de biorremediagdo. Quando
significativas, as correlacdes foram classificadas de acordo com o coeficiente de
correlagdo, sendo fortes, quando 0,7 <r de Pearson < 1,0, moderadas, quando 0,3 <r de

Pearson < 0,7 ou fracas, quando (0 <r de Pearson < 0,3).

5. RESULTADOS
5.1. Testes com dicromato de potassio (K,Cr,0-)

Os resultados de CL50-96H obtidos nos testes com o dicromato de potéassio
variaram entre 8.29 ¢ 10.01 mg.L", estando os mesmos dentro da faixa de variagdo de
9.45 (+ 1.68) descrita por Araujo-Castro et al., 2009. Desta forma, a sensibilidade dos
organismos utilizados esteve dentro do padrao aceitdvel em todos os bioensaios com

sedimento.
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5.2. Estuério do rio S&o Paulo

5.2.1. Caracterizacao da toxicidade inicial do sedimento

Na avalia¢do da toxicidade inicial do sedimento homogeneizado do estudrio do
rio Sdo Paulo ndo foi observado efeito toxico letal nas fémeas de T. biminiensis
(ANOVA um fator: F= 2,824; p= 0,1421) cuja média de sobrevivéncia foi de 74,5%,
comparado ao Controle de 88% (Fig. 6). Porém, a exposi¢cdo a estes sedimentos
promoveu um decréscimo significativo na fecundidade total T. biminiensis em relagdo
ao Controle (Kruskal-Wallis: H= 5,000; p= 0,0253), tendo média de 60,4 individuos
produzidos (Fig. 6). Contudo, o percentual de individuos que chegou até o estagio de
copepodito nos grupos expostos ao sedimento do estuario do rio Sao Paulo foi
significativamente superior ao Controle (ANOVA um fator: F= 38,9232; p<0,001) (Fig.
6).

= (2]
3 100% . £ 400 8 s0%
& 5% 5 I o T 3
2 50% : B 200 1 g 25% *
L 25% 2 * S |_1_|
UO) 0% A T 1 § 0 T 1 g 0% +——F=
Controle Inicial ﬂf Controle Inicial B8 Controle Inicial

Figura 6 - Médias (+ desvio padrdo) da sobrevivéncia, fecundidade total (nauplios + copepoditos) e
percentual de copepoditos de Tisbe biminiensis no momento da caracterizagdo da toxicidade inicial do
sedimento homogeneizado do estuario do rio Sdo Paulo. O simbolo * acima das barras indica diferengas
significativas em relagdo ao Controle coletado em Maracaipe (ANOVA: Dunnet; p<0,05).

5.2.2. Toxicidade observada no processo de biorremediacdo utilizando
fertilizantes (Bioestimulo)
5.2.2.1. Sobrevivéncia
As fémeas expostas aos sedimentos que receberam o fertilizante NPK exibiram
diferengas significativas na sobrevivéncia no primeiro dia apdés o inicio da
biorremediacdo (Tab.1). O valor médio da sobrevivéncia para este tratamento foi de
19%, sendo este resultado 68% inferior ao Controle (Fig. 7). Este efeito significativo
persistiu aos 8 dias de simulagdo, entretanto a reducdo foi menos acentuada, sendo
observado um valor médio de 68% de sobrevivéncia no tratamento NPK (Fig. 7; Tab.1).
Os tratamentos Atenuacdo Natural, NPK e OSMOCOTE apresentaram
diferencas significativas em relacdo ao Controle aos 15 dias de biorremediagao (Fig. 7;

Tab.1). Este resultado pode ser considerado um artefato estatistico, uma vez que estas
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diferengas podem ter sido identificadas devido a sobrevivéncia do Controle exibir uma
média elevada de 98% e um desvio padrdo de apenas 4%.

A sobrevivéncia obtida aos 30 dias ndo demonstrou diferengas significativas em
relacdo ao Controle, tendo todos os tratamentos de biorremediagdo valores médios
superiores a 85% (Fig. 7; Tab.1).

Aos 45 dias ap6s o inicio da simulagdo de biorremediacdo, embora tenham sido
observadas diferengas significativas entre os tratamentos, estas ndo foram identificadas
pelo teste a posteriori de Dunn; Kruskal Wallis (Tab.1). Semelhante ao ocorrido apos
15 dias, levanta-se a possibilidade das diferencas terem sido identificadas devido a
sobrevivéncia do Controle exibir uma média elevada, neste caso de 100% e auséncia de
desvios (Fig. 7).

Nao foram observadas diferengas significativas ente os tratamentos
biorremediativos e o Controle aos 60 dias e, ao final do periodo de biorremediacdo, aos
90 dias (Fig. 7; Tab.1). Em ambos os periodos, as diferengas entre os tratamentos ¢ o
Controle variaram de 5 a 10%, com valor minimo de 86% para o tratamento NPK e

maximo de 96% para o Controle.

5.2.2.2. Fecundidade

Os dados de fecundidade total das fémeas de Tisbe biminiensis, alcangados a
partir da contagem de individuos produzidos, estdo na figura 7. Durante todo o periodo
de biorremediacdo, exceto aos 45 dias, a fecundidade apresentou as médias dos
tratamentos Atenuagdo Natural, NPK e OSMOCOTE significativamente inferiores ao
Controle (Fig. 7; Tab.1). Pode-se observar que o efeito sub-letal notado ao longo do
experimento demonstrou um padrdo de resposta do primeiro ao 15° dia, no qual o
tratamento NPK apresentou médias aparentemente inferiores aos demais tratamentos
neste periodo. Nota-se também uma tendéncia de aumento na fecundidade total ao
longo do experimento até o dia 60, o que indica uma redugao de toxicidade sub-letal nos

3 tratamentos.
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Figura 7 - Médias (+ desvio padrio) da sobrevivéncia, fecundidade total (nauplios + copepoditos) e
percentual de copepoditos da espécie Tisbe biminiensis quando exposto aos tratamentos de
biorremediagdo (estuario do rio Sdo Paulo) e Controle ao longo do tempo. O simbolo * acima das barras
indica diferengas significativas em relagdo ao Controle em cada tempo experimental (ANOVA: Dunnet ;
Kruskal Wallis :Dunn; p<0,05).
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Tabela 1 - Diferengas entre os tratamentos de biorremediagdo (estuario do rio Sdo Paulo) e Controle em
relagdo a sobrevivéncia, fecundidade e percentual de copepoditos ao longo do tempo. No caso de
variancias desiguais, foi realizada transformagio dos dados para log10™. Persistindo a desigualdade, foi
utilizado Kruskal-Wallis. Testes a posteriori: Dunnet (ANOVA) e Dunn (Kruskal-Wallis), ambos p<0,053;
onde: *Controle # Atenuacdo natural; "Controle # NPK; “Controle # OSMOCOTE; Atenuacéo natural #
OSMOCOTE; *Diferenca néo detectada. Valores em negrito representam diferengas significativas.

Parametro Tempo (dias) F (ANOVA) p Kruskal-Wallis (p)
1 56,3776 <0,0001° -
8 4,1987 0,0362° -
15 8,9208 0,0039%P¢ -
Sobrevivéncia 30 2,9574 0,0839 -
45 - - 0,0198
60 0,6455 0,6059 -
90 1,4943 0,2748 -
1 49,78279 < 0,0001%P¢ -
8 59,8928 <0,0001%P¢ -
15 10,6783 0,0022%P¢ -
Fecundidade 30 24,831 0,0002%P¢ -
45 7,1836 0,0077¢ -
60 13,718 0,0013P¢ -
90 79,3592 < 0,0001%P¢ -
1 10,4446 0,00243P¢ -
8 6,9988"" 0,0084° -
15 6,6596" 0,0097° -
% Copepodito 30 7,0366 0,0082° -
45 20,5586 0,0003°¢ -
60 - - 0,0143¢
90 150,1887" < 0,00012P¢ -

5.2.2.3.  Percentual de copepoditos

O percentual de copepoditos foi significativamente diferente para todos os
tratamentos em relagdo ao Controle no bioensaio realizado com os sedimentos 1 dia
apods o inicio da simulacdo de biorremediagdo (Fig. 7; Tab.1). Todos os tratamentos,
neste bioensaio, apresentaram percentuais superiores a 20% enquanto no Controle a
porcentagem média foi inferior a 3%.

Apenas os sedimentos que tiveram adi¢do de NPK apresentaram o percentual de
copepoditos significativamente diferente em relacdo ao Controle aos 8 e 15 dias de
biorremediacao (Fig. 7; Tab.1). Os valores médios de 57% aos 8 dias € 69% aos 15 dias
para este tratamento foram significativamente elevados quando comparados ao
Controle, com média inferior a 5% em ambos periodos.

Aos 30 dias de biorremediacao, apenas o tratamento OSMOCOTE apresentou
percentuais significativamente diferentes do Controle (Fig. 7; Tab.1), sendo observada
média de 81% neste tratamento e apenas 42% no Controle.

O percentual de copepoditos observado nos tratamentos NPK e OSMOCOTE foi

significativamente superior ao Controle aos 45 dias de biorremediacao (Fig. 7; Tab.1).
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Nao houve diferengas significativas no percentual de copepoditos entre os
tratamentos biorremediativos e o Controle aos 60 dias de experimento (Fig. 7; Tab.I).
Entretanto, foi observada superioridade significativa entre os valores dos tratamentos
OSMOCOTE e Atenuacdo Natural, sendo a diferenca entre os mesmos de
aproximadamente 55%.

Ao término dos 90 dias de biorremediacdo, o percentual de copepoditos foi
significativamente inferior nos tratamentos NPK e Atenuacdo Natural em relacdo ao
Controle. J& no tratamento OSMOCOTE o percentual de copepoditos foi
significativamente superior em relagdo ao Controle, tendo valores médios de 75% (Fig.
7; Tab.1).

Observa-se uma grande variagdo neste parametro mesmo nos controles, ja que

de 1 a 15 dias o percentual foi bem menor que apds 30 dias de experimento.

5.2.2.4. Avaliacdo de inorganicos e carbono organico total (COT) no
sedimento

As anélises de amonia, fosforo, percentual de nitrogénio total, nitrato e carbono
organico total foram realizados no sedimento inicial homogeneizado e nos sedimentos
sujeitos aos tratamentos do primeiro ao 60° dia de biorremediagdo. Os resultados destas
analises estdo expostos na tabela 2.

A amostragem efetuada no estudrio do rio Sdo Paulo antes da adigdo dos
fertilizantes revelou uma concentragdo média de aménia de 2,36 mg N-NH,". kg . No
momento seguinte a adicdo do fertilizante NPK, o valor médio para este tratamento
elevou-se para 323,5 mg N-NH;". kg'. A partir dos 8 dias de biorremediacio foi
observada uma tendéncia a reducdo das concentracdes de amonia, esta persistiu até o
término do periodo de estudo para o tratamento com NPK, quando a concentracdo foi de
apenas 8,8 mg N-NH;". kg™

No tratamento utilizando o fertilizante de libera¢ao lenta, o OSMOCOTE, foi
observada grande oscilagdo nas concentragdes de amonia ao longo do tempo, sendo o
valor minimo observado aos 8 dias e maximo aos 30 dias ap6s o inicio do tratamento.
Neste intervalo de tempo, o tratamento OSMOCOTE apresentou valores de amonia
inferiores em relagdo ao tratamento NPK. O tratamento Atenuagao Natural exibiu pouca
variagdo nas concentracdes de amodnia, entretanto, em todas as coletas apresentou

valores superiores em relagdo ao momento da avaliagdo inicial.
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O valor médio observado para o fosforo na primeira avaliagao apos a adi¢ao do
fertilizante NPK foi aproximadamente seis vezes superior ao resultado obtido no
sedimento inicial homogeneizado. Estes valores foram reduzindo gradativamente ao
longo do periodo de experimento, sendo o valor maximo de 171,4 mg. kg de fosforo
no primeiro dia chegando 4 146,3 mg. kg™ apos 60 dias do inicio de biorremediagio. Os
sedimentos que receberam OSMOCOTE apresentaram valores crescentes de fosforo,
uma vez que a liberacdo do pentoxido de fosforo (P,Os) € gradativa. O composto teve
aparente acumulo ao longo do tempo. Os sedimentos sujeitos apenas a atenuag@o natural
mantiveram as concentragdes de fosforo estéveis, variando em apenas 1 mg. kg para
mais ou para menos durante todo o periodo da simulacao de biorremediagao.

De forma geral, o carbono orgénico total apresentou variagdo minima, o valor
médio para todos os tratamentos foi 4,7% (+ 0,1) em todas as coletas analisadas.

O percentual de nitrogénio total foi elevado de 0,09 para 0,14% logo apos a
adi¢ao do fertilizante NPK. Os valores reduziram gradativamente ao longo do tempo,
chegando a 0,08% apds 60 dias. Na primeira coleta ap6s a adigdo de OSMOCOTE, os
sedimentos apresentaram concentragdo de nitrogénio total superior em apenas 0,003%
do observado antes da adicdo do fertilizante. Neste tratamento, os valores oscilaram
entre 0,08 ¢ 0,10% ao longo do tempo. O sedimento proveniente do tratamento
Atenuacdo Natural apresentou comportamento semelhante ao OSMOCOTE em relacao
ao nitrogénio total, sem oscilacdes acentuadas e mesma faixa de variagcdo percentual.

O nitrato, assim como o fosforo e a amonia, teve a concentracao fortemente
elevada apo6s a adicdo do NPK. A concentragdo observada nos sedimentos inicialmente
homogeneizados apresentou média de 2,01 mg (N-NOs). kg e no momento apos a
adicdo do fertilizante alcangou média de 265,5 mg (N-NOs). kg'l, entretanto, aos 60 dias
a concentragio observada foi de apenas 9,73 mg (N-NO3). kg™

Os valores de nitrato obtidos no tratamento OSMOCOTE foram inferiores em
relagdo aos observados no NPK. No momento apds a adi¢do, a concentragao foi cerca
de 10 vezes maior, se mantendo relativamente estavel ao longo do tempo, exceto aos 30
dias, quando houve novo aumento. Vale ressaltar que neste periodo, também foi
observada concentracdo elevada de amoénia para o tratamento OSMOCOTE, o que
sugere uma maior liberacao dos compostos que sao fontes de amonia e nitrato neste
fertilizante.

No sedimento que ndo recebeu nenhum tipo de fertilizante, a concentragdo de

nitrato foi substancialmente inferior em relagdo aos demais. A concentracdo de nitrato
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em Atenuacao Natural superou a média verificada no sedimento inicial homogeneizado
em no maximo 6,5 mg (N-NO;). kg apos 30 dias do inicio da simulagdo de
biorremediacao.

Tabela 2 - Concentragdes de amodnia, fosforo, carbono organico total (COT), percentual de nitrogénio

total e nitrato nos sedimentos do estudrio do rio Sdo Paulo no sedimento inicial homogeneizado e nos trés
tratamentos ao longo do periodo de biorremediacdo. Fonte: RECUPETRO, 2009.

Tratamento Terppo Am6ni+a ) F(')sforf)l C.0. Nitrogénio Nitrat(_) ;
(dias) (mgN-NH, Kg') (mgKg') (%) Total (%) (mgN-NO; Kg')
0 (Inicial) 2,36 29,0 4,698 0,095 2,01
1 323,51 1714 4,481 0,140 265,548
8 285,28 161,8 4,673 0,119 243,981
NPK 15 236,76 157,1 4,620 0,126 211,001
30 91,20 160,2 4,598 0,100 104,193
45 8,80 154,4 5,249 0,081 9,000
60 8,80 146,3 4,820 0,080 9,732
0 (Inicial) 2,36 29,0 4,698 0,095 2,006
1 20,57 34,0 4,602 0,098 20,563
8 13,14 36,3 4,482 0,085 15,761
OSMOCOTE 15 31,67 45,7 4,758 0,096 31,872
30 58,12 69,3 4,780 0,104 62,401
45 24,00 85,3 4,991 0,088 27,000
60 24,70 100,6 5,157 0,080 27,337
0 (Inicial) 2,36 29,0 4,698 0,095 2,006
1 3,38 31,6 4,065 0,102 3,659
8 3,38 32,0 4,555 0,088 3,241
Atenuacdo Natural 15 6,33 32,0 4,296 0,093 5,914
30 3,98 32,7 4,333 0,087 8,496
45 5,00 30,7 5,185 0,084 7,000
60 5,76 32,1 4,707 0,080 7,615
5.2.2.5. Analises de correlacéo

As analises de correlagdo de Pearson detectaram a presenga de forte correlagao
significativa negativa entre a sobrevivéncia com nitrogénio total (%) e moderada da
sobrevivéncia com a amoénia e o nitrato nos sedimentos sujeitos a biorremediagdo com
fertilizantes (Tab. 3).

Assim como a sobrevivéncia, a fecundidade também esteve correlacionada
significativa e negativamente com o nitrogénio total, sendo esta correlagdo de grau
moderado. A fecundidade também apresentou correlacao significativa com o carbono
organico total, sendo esta positiva e de grau moderado (Tab. 3).

Em relagdo ao percentual de copepoditos, foram detectadas correlagdes positivas
significativas de grau moderado com o fosforo e o nitrato contido nos sedimentos

sujeitos a biorremediacao com fertilizantes (Tab. 3).
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Tabela 3 - Resultados da analise de correlagio de Pearson (r) dos pardmetros de toxicidade
(sobrevivéncia, fecundidade e percentual de copepoditos) com os compostos inorganicos (Amonia,
Fosforo, Nitrogénio Total e Nitrato) e carbono orgénico total (COT) nos sedimentos do estuario do rio
Sdo Paulo ao longo do tempo. Valores em negrito representam correlagdes significativas, sendo
*p<0,05;**p<0,01; ***p<0,001.

Parametros Sobrevivéncia Fecundidade % Copepodito
Amonia -0.683** -0.396 0.400
Foésforo -0.285 0.086 0.558**
Nitrogénio Total (%) | -0.759*** -0.656** 0.288
Nitrato -0.641** -0.372 0.442*
COT (%) 0.290 0.570** 0.381

5.3. Baia de Suape
5.3.1.1. Toxicidade observada no processo de biorremediagdo utilizando
Biossurfactante
5.3.1.2. Sobrevivéncia
As amostras analisadas no presente trabalho contemplam os tempos 0, 21, 45, 62
e 111 dias de simula¢do de biorremediacdo com o sedimento coletado na baia de Suape.
Os dados obtidos em relagao a sobrevivéncia mostram a inexisténcia de efeito letal entre
os tratamentos durante o periodo de biorremediacdo para o sedimento da camada
superficial (Fig. 8; Tab. 4).
Embora a sobrevivéncia tenha apresentado diferencas significativas nos
sedimentos de meio e fundo aos 45 dias de biorremediacdo, o teste a posteriori niao
identificou estas diferengas (Fig. 8; Tab. 4). De forma geral, ndo houve efeito letal aos

45 dias de tratamento, uma vez que todos os valores estiveram acima do Controle.
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Figura 8 - Sobrevivéncia média (+ desvio padrdo) da espécie Tisbe biminiensis quando exposta aos
tratamentos de biorremediag@o nas trés profundidades analisadas (baia de Suape) (onde: a) superficie, b)
meio e c¢) fundo) e Controle ao longo do tempo. O simbolo * acima das barras indica diferengas
significativas em relagdo ao Controle em cada tempo experimental (ANOVA: Dunnet ; Kruskal Wallis
:Dunn; p<0,05).
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Tabela 4 - Diferencas em relacdo a sobrevivéncia entre os tratamentos de biorremediacdo nas trés
profundidades analisadas (baia de Suape) e Controle ao longo do tempo. No caso de varidncias desiguais,
foi realizada transformacio dos dados para logl10"”). Persistindo a desigualdade, foi utilizado Kruskal-
Wallis. Testes a posteriori: Dunnet (ANOVA) e Dunn (Kruskal-Wallis), ambos p<0,05; onde: *Diferen¢a
ndo detectada. Valores em negrito representam diferencgas significativas.

Profundidade Tempo (dias) F (ANOVA) p Kruskal-Wallis (p)
0 1,895 0,194 -
21 3,329 0,065 -
Superficie 45 1,336 0,317 -
62 1,045 0,415 -
111 1,16 0,373 -
0 0,6229 0,6189 -
21 - - 0,0816
Meio 45 - - 0,0341*
62 - - 0,1329
111 - - 0,3465
0 0,0615 0,9785 -
21 0,2155 0,8833 -
Fundo 45 - - 0,0341*
62 - - 0,1743
111 0,4326 0,7368 -

5.3.1.3. Fecundidade

As médias de fecundidade total estdo expostas na figura 9. Os sedimentos nos
quais foi adicionado 6leo diesel apresentaram redugdo significativa da fecundidade na
camada superficial na primeira coleta antes da adicdo do biossurfactante (Tab. 5).

Ainda na camada de superficie, observou-se reducdo significativa da
fecundidade aos 21 dias, apos a adi¢do do biossurfactante (Tab. 5). Neste intervalo de
tempo, o tratamento com o biossurfactante apresentou uma produg¢do média de 6
descendentes, enquanto os demais tratamentos exibiram valores cerca de 20 a 60 vezes
mais elevados (Fig. 9).

Ainda aos 21 dias e na camada de superficie, o tratamento Atenuagdo Natural
deixou de ser inferior ao Controle, passando a ser significativamente superior aos 45
dias de biorremediacao, tanto nos sedimentos de superficie quanto nos de fundo, sendo
as médias deste tratamento aproximadamente o dobro das médias obtidas no Controle
(Fig. 9).

Ao fim dos 111 dias, a fecundidade foi significativamente diferente nos
sedimentos superficiais, entretanto o teste a posteriori ndo apontou as diferencas dos
tratamentos em relagdo ao Controle (Tab. 5). Neste mesmo intervalo de tempo, o
tratamento com biossurfactante na camada intermedidria apresentou fecundidade

significativamente superior ao Controle.
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Figura 9 - Médias (+ desvio padrdo) da fecundidade total (nduplios + copepoditos) da espécie Tishe
biminiensis quando exposta aos tratamentos de biorremediagdo nas trés profundidades analisadas (baia de
Suape) (onde: a) superficie, b) meio e ¢) fundo) e Controle. O simbolo * acima das barras indica
diferencas significativas em relagdo ao Controle em cada tempo experimental (ANOVA: Dunnet ;
Kruskal Wallis :Dunn; p<0,05).
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Tabela 5 - Diferengas (ANOVA) em relagdo a fecundidade total entre os tratamentos de biorremediagéo
nas trés profundidades analisadas (baia de Suape) e Controle ao longo do tempo. No caso de varidncias
desiguais, foi realizada transformagdo dos dados para log10™. Teste a posteriori: Dunnet, p<0,05; onde:
Controle # Atenuacdo natural; °Controle # Biossurfactante; *Diferenca nio detectada. Valores em negrito
representam diferencas significativas.

Profundidade Tempo (dias) F (ANOVA) p
0 8,4473 0,0047%°
21 107,1061"  <0,0001°
Superficie 45 3,979 0,0416°
62 2,029 0,174
111 5,4677 0,0175
0 0,2089 0,8878
21 0,7428 0,5527
Meio 45 2,6354 0,1069
62 0,4254 0,7416
111 6,3834 0,0111°
0 2,7865 0,0953
21 0,2107 0,8866
Fundo 45 4,0584 0,0395%
62 0,2193 0,8808
111 2,6289 0,1074

5.3.1.4. Percentual de Copepoditos

O percentual dos individuos que alcangou o estagio de copepodito ¢ mostrado na
figura 10. Os sedimentos da camada superficial das colunas demonstraram valores de
percentual de copepoditos significativamente superiores em relacdo ao Controle no
momento seguinte a adi¢ao do dleo diesel (Tab. 6). Nas camadas do meio ¢ do fundo
todos os tratamentos apresentaram valores significativamente mais elevados que o
Controle, inclusive o sedimento do tratamento Branco, que ndo recebeu 6leo (Tab. 6).

Aos 21 dias de biorremediacdo, apesar de serem observadas diferengas
significativas quanto ao percentual de copepoditos nos sedimentos de superficie, estas
diferengas ndo puderam ser identificadas pelo teste a posteriori (Tab. 6). As demais
profundidades ndo apresentaram diferencas significativas em relagdo aos tratamentos
aos 21 dias (Tab. 6). De forma geral, os valores observados neste parametro nos
sedimentos de meio e fundo dos tratamentos que receberam o6leo diesel foram
visivelmente inferiores em relacdo aos observados em superficie.

O percentual de copepoditos foi significativamente superior no tratamento
Biossurfactante apos 45 dias no sedimento de superficie (Tab. 6). O sedimento da
camada do meio apresentou diferencas significativas, porém estas diferengas nao foram
identificadas. Ainda assim, este resultado ndo ¢ representativo, considerando que os

tratamentos variaram entre a auséncia de copepoditos e médias inferiores a 1%. O
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sedimento retirado do fundo das colunas neste periodo ndo causou efeito significativo

em relacdo ao percentual de desenvolvimento dos individuos (Tab. 6).
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Figura 10 - Médias (+ desvio padrdo) do percentual de copepoditos (nimero de copepoditos/total de
descendentes*100) da espécie Tishe biminiensis quando exposta aos tratamentos de biorremedia¢do nas
trés profundidades analisadas (baia de Suape) (onde: a) superficie, b) meio e ¢) fundo) e Controle. O
simbolo * acima das barras indica diferencas significativas em relacdo ao Controle em cada tempo
experimental (ANOVA: Dunnet; Kruskal Wallis: Dunn; p<0,05).
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Tabela 6 - Diferengas em relagdo ao percentual de copepoditos entre os tratamentos de biorremediagéo
nas trés profundidades analisadas (baia de Suape) e Controle ao longo do tempo. No caso de varidncias
desiguais, foi realizada transformagdo dos dados para logl0(*). Persistindo a desigualdade, foi utilizado
Kruskal-Wallis. Testes a posteriori: Dunnet (ANOVA) e Dunn (Kruskal-Wallis), ambos p<0,05; onde:
*Controle # Atenuagdo natural; °Controle # Bioestimulo; “Controle # Branco;*Bioestimulo # Branco;
*Diferenca ndo detectada. Valores de em negrito representam diferencas significativas.

Profundidade = Tempo (dias) F (ANOVA) p Kruskal-Wallis (p)

0 39,5338 <0,00013P -

21 - - 0,0499

Superficie 45 - - 0,0150°

62 - - 0,0151¢

111 - - 0,0077¢
0 27,3076 0,0001%P¢ -

21 - - 0,7828

Meio 45 - - 0,0499%
62 0,4493 0,726 -

111 - - 0,0428"
0 77,8244 < 0,0001%P¢ -

21 - - 0,8653

Fundo 45 - - 0,8653
62 1,4964" 0,2743 -

111 - - 0,0206%

Nao foram encontradas diferencas significativas no percentual de copepoditos
dos tratamentos Branco, Atenuac¢ao Natural ¢ Biossurfactante em relacdo ao Controle
nas trés profundidades de sedimento aos 62 dias de biorremediagdo (Tab. 6). Todavia,
neste periodo o percentual de copepoditos no tratamento Biossurfactante foi
significativamente superior ao observado no tratamento Branco na camada de superficie
(Tab. 6).

Apo6s 111 dias de biorremediacdo, os sedimentos da camada de superficie nao
causaram efeito no percentual do copepoditos em relagdo ao Controle, sendo novamente
observados valores significativamente superiores no tratamento Biossurfactante em
relagdo ao Branco (Tab. 6). Foi verificada a existéncia de diferencas significativas nos
sedimentos da camada do meio neste periodo, entretanto ndo foi possivel identificar
estas diferencas entre os tratamentos pelo teste de Dunn (Tab. 6). Os sedimentos do
fundo exibiram, aos 111 dias, diferengas significativas entre os tratamentos, tendo o

tratamento Atenuacgdo Natural diferido do Controle para menos.

5.3.1.5.  Analises de correlacdo com HPAs no sedimento
Foram observadas correlagdes significativamente negativas da sobrevivéncia das
fémeas com os hidrocarbonetos Fluoreno, Fluoranteno, Pireno, Benzo(k)fluoranteno,

Benzo(g,h,1)perileno presentes nos sedimentos, sendo todas em grau moderado (Tab. 7).
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Em relagdo a fecundidade, as analises detectaram correlagdes significativas
negativas de grau moderado com os hidrocarbonetos Acenafteno, Fenantreno,
Antraceno, Benzo(a)antraceno, Indeno(1,2,3-cd)pireno, Dibenzo(a,h)antraceno,
Benzo(g,h,i)perileno ¢ com o total dos HPAs (Tab. 7), indicando relacdo destes
hidrocarbonetos com os efeitos observados neste parametro.

O percentual de copepoditos apresentou correlagdes positivas significativas com
todos os hidrocarbonetos pesquisados, exceto o Acenaftileno (Tab. 7). As correlagdes
deste parametro de toxicidade foram de grau forte com os compostos Fenantreno,
Antraceno, Benzo(a)antraceno, Indeno(1,2,3-cd)pireno ¢ com o total destes HPAs e
foram de grau moderado com o Naftaleno, Acenafteno, Fluoreno, Fluoranteno, Pireno,
Criseno, Benzo(b)fluoranteno, o Benzo(k)fluoranteno, o Benzo(a)pireno,

Dibenzo(a,h)antraceno e o Benzo(g,h,i)perileno (Tab. 7).

Tabela 7 - Resultados da analise de correlagdo de Pearson (r) entre os parametros de toxicidade
(sobrevivéncia, fecundidade e percentual de copepoditos) e os HPAs nos sedimentos da baia de Suape ao
longo do tempo. Valores de em negrito representam correlagdes significativas, sendo *p<0,05;
**p<0,01;***p<0,001.

Parametros Sobrevivéncia Fecundidade % Copepodito
Naftaleno -0.153 -0.332 0.669***
Acenaftileno -0.087 -0.166 0.296
Acenafteno -0.035 -0.363* 0.590**
Fluoreno -0.392* -0.341 0.559**
Fenantreno -0.254 -0.423* 0.741***
Antraceno -0.213 -0.371* 0.763***
Fluoranteno -0.445* -0.164 0.483**
Pireno -0.398* -0.339 0.678***
Benzo(a)antraceno -0.170 -0.380* 0.775%**
Criseno -0.298 -0.214 0.609***
Benzo(b)fluoranteno -0.041 -0.343 0.632***
Benzo(k)fluoranteno -0.533** -0.350 0.665***
Benzo(a)pireno 0.097 -0.171 0.494**
Indeno(1,2,3-cd)pireno -0.255 -0.375* 0.768***
Dibenzo(a,h)antraceno -0.305 -0.435* 0.682***
Benzo(g,h,i)perileno -0.380* -0.421* 0.668***
Total -0.253 -0.400* 0.709***
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6. DiscussAo
6.1. Estuério do rio S&o Paulo

6.1.1. Caracterizacdo da toxicidade do sedimento inicial

A auséncia de efeito letal nos sedimentos do estuério do rio Sao Paulo testados
inicialmente apds homogeneizacdo pode ser justificada pela composicdo de
hidrocarbonetos alifaticos nestes sedimentos, reportada por Lima (2010). Segundo este
autor, estes sedimentos apresentaram baixos valores de abundancia relativa de n-alcanos
de alto peso molecular e auséncia n-alcanos de baixo peso molecular, resultados que
indicam um processo de biodegradagdo do 6leo no substrato do estudrio. Este processo
de atenuacao natural nos sedimentos da area pode estar promovendo a redugdo da
toxicidade dos mesmos. Também com base na analise dos hidrocarbonetos alifaticos,
Veiga et al. (2008) confirmam os indicios acerca do grau avangado de degradagdo na
regido.

Embora nao tenham causado efeitos letais, as baixas concentragoes de n-alcanos
de alto peso molecular podem ter sido responsaveis pela redugdo da fecundidade
observada no presente estudo. Esta suposi¢do baseia-se no fato de que as respostas sub-
letais sdo manifestadas em concentracdes muito inferiores as capazes de causar
letalidade e, por isso, frequentemente sdo mais sensiveis, conforme observado por
alguns autores (LOTUFO, 1997; LOTUFO, 1998; BARATA et al., 2002; BELLAS &
THOR, 2007). Bejarano & Chandler (2004), expondo o copépodo bentonico
Amphiascus tenuiremis a sedimentos de areas adjacentes a atividades impactantes,
demonstrou que os parametros reprodutivos foram bem sensiveis, tendo ocorrido uma
diminui¢do significativa na produgdo de individuos nos bioensaios. Em acordo com
estes estudos, o decréscimo acentuado observado na fecundidade no momento da
caracterizagdo demonstra a sensibilidade deste pardmetro, ecologicamente relevante, na
avaliagdo da contaminagao dos sedimentos estuarinos.

Os sedimentos do estuario do rio S3o Paulo detém um grande aporte de matéria
organica advinda de fontes como vegetais superiores (manguezal), derrames acidentais
de 6leo ou mesmo devido ao do langamento de esgotos domésticos e industriais, que
acentuam o grau de eutrofizagdo da area (CELINO et al., 2008). Estas condigdes
produzem um ambiente com grande disponibilidade de alimento, o que favorece os
copépodos harpacticoides. Os organismos desta ordem sdo capazes de utilizar uma
grande variedade de recursos alimentares, de diatomaceas e detritos a bactérias e fungos

(HICKS & COULL, 1983), sendo os individuos do género Tisbe considerados
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indicadores de enriquecimento organico (COULL & CHANDLER, 1992). Essas
caracteristicas permitem inferir que tais condi¢des possam ter favorecido o
desenvolvimento dos nduplios e, possivelmente, justificam o aumento observado no

percentual de copepoditos nos sedimentos desta area.

6.1.2. Toxicidade observada no processo de biorremediacdo utilizando

fertilizantes (Bioestimulo)

Lima (2010), com base na degradacao dos n-alcanos ao longo do experimento de
biorremediacdo com os sedimentos do estuario do rio Sdo Paulo, sugere que o
tratamento com NPK foi o mais eficiente. Contudo, este tratamento foi o que apresentou
maior grau de toxicidade no presente estudo.

Segundo Boyd (1998), a tolerancia dos organismos aquaticos a amonia varia de
espécie para espécie, com os niveis de estresse e com os fatores ambientais. O autor
afirma que niveis elevados de amonia na agua inibem a excre¢do desta substincia e,
consequentemente, elevam as concentragdes de amoénia no tecido dos organismos. Em
decorréncia deste evento, ocorre elevacdo do pH nestes organismos, ocasionando
diversas reacdes enzimaticas desencadeadoras de efeitos toxicos. Araujo (2005)
observou letalidade em 50% dos individuos de T. biminiensis quando expostos a uma
faixa de concentragdo variando de 34 mg. L™ a 49,48 mg. L' de N-NH," em solucio
aquosa por 96 horas. No presente estudo as concentragdes de N-NH4+ no sedimento nas
coletas que apresentaram efeitos letais, foram de 323,51 e 285,28 mg. kg de N-NH,"
para o 1° e 8° dia de experimento, respectivamente. Apesar das restrigdes na
comparacdo de uma matriz aquosa a uma sedimentar, ¢ razodvel a observagdo das
concentragdes obtidas no presente estudo em relacdo aos efeitos observados na espécie,
indicando que os efeitos observados podem estar relacionados as elevadas
concentragdes de amonia total ionizada (N-NH4") observadas neste periodo.

Altas concentracdes de nitrogénio provocam desequilibrio ambiental e parecem
estar associadas a dois dos principais problemas em ambientes costeiros, uma vez que:
a) podem prejudicar as fungdes fisiologicas que comprometem o desenvolvimento
saudavel e reproducdo das espécies, como excrecao e controle do pH sanguineo
(BOYD, 1998; CAMARGO & ALONSO, 2006) e; b) podem estimular a proliferacao e
manuten¢do de produtores primarios, resultando na eutrofizacdo dos ecossistemas
marinhos costeiros e estuarinos, podendo provocar inclusive bloom de espécies de algas

toxicas (CAMARGO & ALONSO, 2006). No presente estudo, a toxicidade letal
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observada no 1° e 8° dia ap6s a introducdo do fertilizante NPK pode ter sido um efeito
direto do nitrogénio, assim como citado no problema (a), uma vez que o nitrogénio
inorganico pode ser altamente toxico quando em contato com os organismos. Contudo,
a possibilidade de um efeito indireto, a partir do consumo de algas toxicas, como em
(b), é reduzida, uma vez que a toxicidade letal comegou a ser observada 24 horas apos a
adicao dos fertilizantes, tempo inferior ao necessario para ocorrer um bloom destas
espécies. Como as formas mais comuns do nitrogénio inorganico (forma reativa)
encontradas em ecossistemas aquaticos sio a amonia ionizada (NH4"), nitrito (NO5) e
nitrato (NOs’), a letalidade pode ser justificada pelas elevadas concentragdes de amonia
total ionizada (N-NH4") e nitrato (NO3") observadas neste periodo. A confirmagio da
relacdo inversa da sobrevivéncia com o percentual de nitrogénio total, amonia e nitrato
contido nestes sedimentos, através das correlacdes de Pearson, permitiram a avaliagdo
do impacto dos tratamentos com fertilizantes sobre este pardmetro de toxicidade no
copépodo utilizado.

Segundo a ISO 14669 (1999), nos testes de toxicidade aguda com copépodos,
uma queda na sobrevivéncia de no maximo 20% no controle ¢ considerada normal. Nos
resultados do presente estudo, embora o tratamento com NPK tenha demonstrado
sobrevivéncia significativamente inferior ao controle no 15° dia, este resultado nao é
interpretado como efeito toxico letal, uma vez que o percentual observado foi superior a
80%. O mesmo pode ser inferido para os tratamentos Atenuacdo Natural e
OSMOCOTE neste periodo, nos quais também ndo foram observados efeitos toxicos
letais.

A adi¢ao do fertilizante OSMOCOTE, apesar deste ter constitui¢do similar ao
fertilizante NPK, ndo resultou em efeito letal as fémeas de Tisbe biminiensis. Nos
primeiros 15 dias, a fecundidade total neste tratamento foi maior do que aquela
observada no tratamento NPK, este resultado pode ser devido a liberagdo mais lenta dos
nutrientes, evitando uma alta concentracdo de compostos nitrogenados.

Similarmente ao presente estudo, Yu et al. (2005) estudando a biodegradacao
dos HPAs fenantreno, fluoranteno e pireno em sedimento de mangue observaram
toxicidade mais elevada no tratamento bioestimulo (adi¢gdo de nutrientes) quando
comparado aos tratamentos atenuacao natural e bioaumento (adi¢do de consoércio
bacteriano). Chagas-Spinelli (2007) comparou diferentes tratamentos para a remedia¢do
de solo contaminado com diesel, sendo eles: 1) bioestimulo, utilizando como fonte de N

o Nitrato de Amoénia (NH4sNO;) e como fonte de P o Fosfato de Potassio di-basico
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(K2HPOy4); 2) uma combinagdo de bioestimulo com bioaumento e 3) landfarming
(utilizando apenas aeracdao). Ao fim de 129 dias de biorremediagdo, o autor observou
valores significativamente reduzidos de sobrevivéncia e fecundidade de T. biminiensis
nos dois tratamentos com nutrientes. O autor sugere que tenham sido gerados
metabolitos toxicos decorrentes da degradacdo dos hidrocarbonetos, uma vez que a
toxicidade ndo acompanhou a reducdo destes contaminantes. A producdao destes
compostos também ¢ sugerida por Bento et al. (2003). Em ambos os trabalhos (YU et
al., 2005; CHAGAS-SPINELLI, 2007), nao foi observada remogdo significativa do
somatorio dos HPAs pesquisados nos tratamentos com nutrientes.

No decorrer do processo de biorremediagdo, foi possivel notar que a toxicidade
letal causada pelos nutrientes desaparece, tornando o tratamento de atenuacdo natural
indiferente ao tratamento com os NPK aos 15 dias de experimento. Porto-Rosa &
Triguis (2006) observaram comportamento semelhante da toxicidade ao avaliar
sedimentos contaminados com o6leo bruto durante a biorremediacio com NPK nas
mesmas concentragdes do presente trabalho. Os autores observaram efeito toxico do
tratamento com NPK sobre a bactéria Vibrio fischeri (anteriormente Photobacterium
phosphoreum) no 2° dia de biorremediacdo (1* coleta), quando a CEs¢-15" foi inferior ao
controle. Na coleta seguinte, aos 11 dias apods a adicdo do NPK, este efeito ndo esteve
presente, permanecendo assim até o fim do experimento. Embora o organismo-teste
utilizado no presente trabalho seja diferente do utilizado em Porto-Rosa & Triguis
(2006), os efeitos toxicos observados podem ser relacionados. Macken et al. (2008)
realizaram este tipo de relacdo comparando o Vibrio fischeri ao copépodo Tisbe
battagliai ¢ a microalga Tetraselmis suecica quando expostos a contaminantes
organicos e observaram maior sensibilidade do copépodo em relagdo aos demais
organismos.

Assim como os efeitos letais, os efeitos deletérios observados na fecundidade no
presente estudo, também podem estar relacionados aos compostos nitrogenados, como
indicado nas andlises de correlacdo de Pearson para o nitrogénio total. Valores
reduzidos de fecundidade no tratamento atenuagdo natural também podem indicar que
as concentragdes de contaminantes permaneceram no limiar, sendo capazes de causar
estes efeitos sub-letais durante todo o periodo de biorremediacao.

Embora tenha sido notado um gradativo aumento nos valores de fecundidade ao
longo do tempo em todos os tratamentos, ndo houve diferengas substanciais em relagao

a este parametro que justifiquem a adi¢do dos fertilizantes. Este aumento também ¢ um
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indicativo que a microbiota autoctone do manguezal do estudrio do Rio Sao Paulo ¢
capaz de degradar os hidrocarbonetos presentes em seus sedimentos.

Como a capacidade de assimilagdo de nutrientes por parte do meio ambiente ¢
finita, sdo acumulados altos niveis de compostos inorganicos nitrogenados (p. ex.
amonia e nitrato) no ambiente aquatico, derivados de inputs antropogénicos. Estas
concentragdes elevadas, podem gerar efeitos letais e sub-letais aos organismos como
observado no presente estudo.

Ainda que tenha sido observado o desaparecimento dos efeitos letais ao longo do
tempo experimental, maiores conseqiiéncias sdo esperadas em uma populacdo natural
sujeita a inputs continuos destes compostos. Estes efeitos podem gerar uma redugdo da
diversidade de espécies e a longo prazo, um comprometimento de toda a dindmica
populacional de uma comunidade bidtica, como observado por Murolo (2005). Santos et
al. (2009) observou as consequéncias destes impactos em uma comunidade meiofaunal
apos a aplicacdo de NPK simulando eutrofizag¢do associada a agricultura. Neste trabalho
foi observada uma modificacdo da estrutura da comunidade, com reducao da densidade
de todos os grupos da meiofauna.

Nilsson et al. (1991) realizaram experimentos para verificar o comportamento da
biomassa da meiofauna em sedimentos enriquecidos com nitrogénio e fosforo,
utilizando como fonte de N o Nitrato de S6dio (NaNOs) e como fonte de P o Fosfato de
Potassio di-basico (K;HPO,). Os autores observaram que a biomassa de copépodos e
oligoquetos foi estimulada pelo enriquecimento de nutrientes e atribuem o resultado a
um provavel aumento na disponibilizacdo de recursos alimentares adequados. No
presente estudo, as concentragdes de nitrato e fosforo estiveram diretamente
correlacionadas ao percentual de copepoditos. Desta forma, ¢ possivel inferir que tenha
ocorrido um efeito na disponibilizacdo de recursos que possa justificar os percentuais de
copepoditos elevados nas coletas do 1°, 8° ¢ 15° dia de biorremediagao.

O comportamento observado no tratamento OSMOCOTE em relagdo ao
percentual de copepoditos a partir do 30° dia pode estar relacionado a uma maior
liberacdo de nutrientes por este fertilizante. As concentracdes de amonia e nitrato
podem justificar esta liberacdo, uma vez que os valores foram aproximadamente o

dobro das exibidas no 15° dia de biorremediagao.
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6.1.3. Toxicidade observada nos sedimentos contaminados e no processo de

biorremediacéo utilizando Biossurfactante

Araugjo-Castro (2008) verificou na maior parte do tempo nos anos de 2005 e
2006 auséncia de efeitos letais e a presenca de efeitos sub-letais ao avaliar a toxicidade
dos sedimentos do Complexo Industrial Portuario de Suape utilizando o T. biminiensis.
Estes resultados sdo confirmados no presente estudo, pois ndo foi verificada toxicidade
letal no tratamento Branco, sedimentos da mesma area que ndo receberam o6leo diesel.

O oleo diesel ¢ considerado altamente toxico por ser enriquecido com HPAs,
compostos que detém maior grau de toxicidade dentre os hidrocarbonetos do petréleo
(KENNISH, 1992). Lotufo (1997) observou mortalidade de 50% dos copépodos
Schizopera knabeni em 4 dias de exposi¢ao ao diesel em sedimento a uma concentragao
de 0,194 g. kg™, Os efeitos na fecundidade foram observados em uma concentragio
menor (0,064 mg. kg™'), demonstrando a alta toxicidade deste produto a este organismo.
Embora a concentragdo de diesel utilizada no presente estudo tenha sido maior (40 g.
kg'), ndo foi observada toxicidade letal nas fémeas expostas ao sedimento
contaminado. Esta auséncia de efeito letal pode estar relacionada as diferencas quanto a
sensibilidade dos organismos ou a composi¢do do o6leo diesel utilizado no experimento,
tendo o mesmo 3% de biodiesel (B3). Alguns estudos tém demonstrado, que embora
existente, a toxicidade deste biocombustivel é reduzida (PEREIRA et al., 2007).
Lapinskiene et al. (2006) avaliaram a toxicidade do biodiesel em relagdo ao diesel
comum através da atividade respiratoria de microrganismos no solo. Os autores
observaram que a atividade respiratéria dos microrganismos cresceu quando a
concentracdo de biodiesel aumentou e s6 comecou a decrescer quando foi atingida a
concentragio no solo de 1,3 g. kg'. Ja no solo contaminado com diesel de petréleo,
estas atividades comegaram a reduzir numa concentragio de apenas 0,3 g. kg,
decrescendo até ficar abaixo da atividade observada no solo ndo contaminado
(controle), o que indica maior toxicidade deste combustivel. Em acordo com os
trabalhos citados, o presente estudo sugere que o diesel de petréleo adicionado de
biodiesel apresente toxicidade reduzida, uma vez que foi verificada a auséncia de efeito
letal no T. biminiensis. Essa redugdo de toxicidade do diesel B3 em comparagdo ao
diesel comum também foi observada em experimentos com a espécie T. biminiensis
(Torreiro-Melo, dados ndo publicados).

O intenso efeito sub-letal sobre a fecundidade das fémeas de Tishe biminiensis

observado nos sedimentos de superficie logo, apds a adi¢cdo do 6leo, pode ser explicado
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pelas altas concentracdes do total de HPAs nestes sedimentos. Segundo Long (1992), os
efeitos toxicoldgicos significativos em organismos bentdnicos comecam a ser
observados em concentragdes do total de HPAs no sedimento > 1 mg. kg'. No
experimento realizado neste estudo, as concentragdes do total de HPAs nos sedimentos
que produziram este efeito foram as maiores ao longo do tempo de biorremediagao,
sendo 100 mg. kg (Biossurfactante) e 91,69 mg. kg (Atenuagdo Natural), segundo
Bayer (2010).

A reducdo da fecundidade observada apods a introdugdo do biossurfactante pode
estar ligada a toxicidade do mesmo. Embora seja de origem bioldgica, o ramnolipidio ¢
um surfactante anionico, assim como o surfactante sintético dodecil sulfato de sodio
(DSS), cuja composi¢do apresenta compostos de carga negativa. No caso do
ramnolipidio, o grupo carboxilato ¢ responsavel pelo carater anionico (NGUYEN et al.,
2008). Cserhati et al. (2002), discutem a ambiguidade do papel dos surfactantes
anidnicos no ambiente, sugerindo que eles podem promover a decomposi¢do e/ou
remogao de outros poluentes organicos e inorganicos do meio ambiente, mas por outro
lado, podem causar poluicdo ambiental, com efeitos toxicos sobre a vida organismos.
Embora a toxicidade do ramnolipidio para organismos aquaticos ndo seja bem
documentada, os surfactantes anidnicos em geral apresentam vdrias evidéncias de seu
potencial toxico. Whiting et al. (1996) obtiveram valores de CLsp-48h para o DSS para
diversos crustdceos estuarinos. Os dados indicaram que a sensibilidade entre os
organismos apresenta uma ampla faixa de variagio, sendo de 9,8 mg. L' para larvas do
caranguejo azul (Callinectes sapidus), 34 mg. L' para larvas do camario (Palaemonetes
pugio) e 48 mg. L para misidiaceo (Mysidopsis bahia). Melo & Nipper (2007)
observaram que a tolerancia do anfipoda Tiburonella viscana a este surfactante anidnico
foi ainda menor em relagdo aos crustaceos citados anteriormente, obtendo CLs¢-48h
341 mg. L. Em um estudo piloto, Aragjo et al. (2007) observou que o Tisbe
biminiensis apresentou maior tolerancia ao DSS que o Tiburonella viscana, similar a
larva de Callinectes sapidus e superior ao Palaemonetes pugio e ao Mysidopsis bahia,
obtendo uma faixa de CLs-48h entre 4,3 e 13,1 mg. L. Considerando que a
sensibilidade varia entre os organismos, Lewis (1991) indica que os surfactantes
sintéticos causam toxicidade sub-letal aos organismos aquaticos em concentragdes
muito baixas, que variam de 0,002 a 40 mg. L™

Venezia et al. (1980) em um estudo expondo o copépodo Tisbe bulbisetosa ao

surfactante dodecil benzeno sulfonato (DBS) em uma salinidade de 36, encontraram
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CLso-48h de 5,12 mg. L. Neste trabalho, os autores sugerem que as propriedades
solventes dos surfactantes possam remover os lipidios da epicuticula, camada essencial
a permeabilidade cuticular em alguns crusticeos como em Tisbe spp. Com esta
membrana comprometida, o gasto energético para a manutencdo da regulacdo osmotica
representa um gasto da energia metabdlica que tornaria o organismo menos tolerante a
fatores adversos, como a exemplo da presenga de poluentes.

Embora ndo haja literatura para comparar a toxicidade do biossurfactante
ramnolipidio em copépodos ou mesmo em crustaceos, Millioli et al. (2007) possibilita a
observagao do efeito toxico gerado por este composto quando utilizado em um processo
de biorremediagdo. Neste trabalho, foi avaliada a fitotoxicidade deste biossurfactante
em solo contaminado com oOleo cru utilizando a Lactuca sativa (alface), sendo
observado um aumento do efeito inibitdrio da germinag¢do a medida que a concentrag@o
do biossurfactante foi elevada. A concentracdo de ramnolipidio que exibiu maior
eficiéncia de biodegradacio (4 a 6 g. kg™"), produziu uma inibi¢do da germinagdo de 40
a 45% em relagdo ao controle (sem o composto) ao final de 5 dias. Embora a
concentragdo de ramnolipidio no presente trabalho (0,04 g. kg™) tenha sido 100 vezes
menor do que no trabalho citado anteriormente, esta pode ter sido responsavel pelo
efeito sub-letal em T. biminiensis no 21° dia, primeira coleta apds a adigdo do
biossurfactante. Este efeito pode estar relacionado a possivel pontualidade da presenca
do biossurfactante, uma vez que ele foi adicionado na superficie e pode ter permanecido
em maior parte nesta area, ndo percolando ao longo de todo o volume de sedimento.

A toxicidade observada 21 dias apds a introducdo do biossurfactante também
pode ter sido gerada pela disponibilizagdo do o6leo promovida por este composto
(MULLIGAN, 2005), embora a biodegradabilidade neste tratamento ndo tenha sido
acelerada (BAYER, 2010). A possibilidade dos efeitos toxicos observados estarem
relacionados a presenca de metabdlitos gerados neste processo ¢ reduzida, uma vez que
a degradacdo no tratamento com biossurfactante ndo foi acentuada em relacdo ao
tratamento Atenuagdo Natural (BAYER, 2010). Embora o efeito sub-letal no
tratamento com biossurfactante desapare¢a ao longo do tempo, os valores de
fecundidade obtidos neste tratamento foram inferiores ao tratamento Atenuacao Natural
em todos os tempos experimentais. Tais resultados podem indicar um efeito prolongado
do biossurfactante, embora ndo tenha sido significativo nas andlises.

As correlacdes significativas negativas de alguns HPAs com a sobrevivéncia e a

fecundidade observadas no presente estudo indicam que estes compostos estdo ligados
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aos efeitos observados nestes parametros, contudo, as correlagdes com a sobrevivéncia
ndo apresentam uma significancia relevante, uma vez que nao foi observado efeito
toxico letal nas fémeas expostas ao sedimento contaminado com oleo diesel.

Assim como no experimento de biorremediagdo com fertilizantes, os valores
acentuados de copepoditos no sedimento contaminado com diesel também podem estar
relacionados ao aumento da disponibilidade de recursos alimentares. Carman et al.
(1997) sugerem que o diesel possa causar um incremento na densidade de bactérias que
sdo abundantes em sedimentos contaminados, que por sua vez, podem ser utilizadas
como alimento para alguns copépodos. No citado trabalho, foi observado um aumento
na pastagem (grazing) do copépodo harpacticoide Cletocamptus deitersi quando
exposto aos HPAs do 6leo diesel numa concentragdo de 55 mg. kg™'. Este resultado
indica que algumas espécies podem apresentar certa tolerancia a alguns contaminantes
organicos.

Outra possibilidade que pode justificar a ocorréncia da correlagdo direta entre o
efeito observado no percentual de copepoditos e quase todos os hidrocarbonetos
presentes no sedimento envolve o conceito de um fendomeno denominado hormese. Este
¢ um fendmeno de dose-resposta, que caracteriza-se por uma resposta compensatoria a
certos compostos potencialmente téxicos, entre eles os HPAs, resultando em uma
perturbagcdo da homeostase dos organismos. O mecanismo pode ser de estimulo (p. ex.
crescimento e reproducdo) se as doses forem baixas, ou de inibi¢do, caso a exposi¢ao
seja a doses elevadas destes compostos (STEBBING, 1982; CALABRESE &
BALDWIN, 1997). Entretanto, ndo existe certeza sobre a dosagem ou intervalo de
doses que represente o limiar da toxicidade expresso na hormese (CALABRESE &
BALDWIN, 1997). Bejarano et al. (2006) observaram um incremento no
desenvolvimento (nauplio-copepodito ¢ copepodito-adulto) do copépodo Amphiascus
tenuiremis quando expostos a concentragdo de 10% da fragdo acomodada de uma
solugdo Oleo cru/dgua do mar, enquanto que em concentragdes de 50 e 100%, foi
observado um atraso no desenvolvimento destes copépodos. Neste mesmo trabalho o
autor sugere que esta resposta compensatoria (ou seja, o refor¢o da taxa de crescimento)
pode ser o resultado de inducdo do citocromo P450 levando a um aumento da excre¢ao
do hormonio 20-hidroxiecdisona, responsavel pela muda em crustaceos, e desta forma
ter acelerado o ciclo de muda, ou seja, a taxa de desenvolvimento (MOTHERSHEAD &
HALE, 1992; SNYDER, 1998). Snyder (1998) discorre sobre a amplitude de efeitos que

0os compostos potencialmente toxicos podem causar e sugere que a interagdo destes
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compostos com os hormdnios, como o 20-hidroxiecdisona, indicam a probabilidade de
agentes desreguladores do sistema enddcrino, outro tema que vem sendo amplamente
discutido. Contudo, ndo ¢ possivel afirmar a ocorréncia destes fendmenos no presente

estudo, uma vez que andlises genéticas e bioquimicas seriam necessarias.

7. CONCLUSOES

e Os sedimentos homogeneizados da baia de Todos os Santos bem como os
sedimentos de Suape, contaminado com 6leo diesel, antes da aplicacdo dos métodos
de biorremediagdo, ndo apresentaram toxicidade letal ao copépodo Tisbe
biminiensis. Contudo, nestes sedimentos foram observados efeitos sub-letais na
fecundidade e incremento no percentual de copepoditos.

¢ Na biorremediacdo com bioestimulo, o sedimento com NPK causou efeito toxico
letal que, embora desapareca ao longo do tempo, pode gerar danos a biota. A
fecundidade foi afetada negativamente do inicio ao fim deste processo
biorremediativo. Tais efeitos estdo relacionados as concentracdes dos compostos
nitrogenados, incrementadas pelos fertilizantes. Este efeito faz com que o uso dos
mesmos seja avaliado com mais cautela sob o ponto de vista bioldgico. O percentual
de copepoditos parece ter sido beneficiado pelo enriquecimento de nutrientes no
sedimento, uma vez que apresentaram valores elevados nos sedimentos que
receberam fertilizantes.

e Na primeira coleta apos a adi¢do do biossurfactante, embora ndo tenha causado
efeito letal, houve uma redug¢do acentuada da fecundidade. Desta forma, o
biossurfactante pode ter sido responsavel pelo efeito sub-letal observado, mesmo em
uma concentragdo muito baixa, uma vez que apresenta propriedades nocivas a
alguns crustaceos. O incremento no percentual de copepoditos, notado nos
sedimentos contaminados com o6leo pode ser resultante de um mecanismo dose-
resposta, provocado possivelmente pela presenca dos hidrocarbonetos em baixas
concentracoes.

e Diferente da hipdtese, a adicdo de fertilizantes e do biossurfactante, nas
concentracOes testadas, ndao acelerou a reducdo da toxicidade dos sedimentos
contaminados do estuario do rio Sdo Paulo e da baia de Suape, respectivamente.

Nestas circunstancias, a atenuagdo natural dos hidrocarbonetos liberados por
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derivados de petroleo no sedimento demonstra ser a melhor medida biorremediativa,

uma vez que resulta em uma degradagdo sem maiores prejuizos a biota.
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