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RESUMO

MIRANDA, Vando José Medeiros de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, Julho de
2008. Degradacdo de Naftaleno, Fenantreno e Benzo(a)pireno em Solos e
Sedimentos de Ambientes Costeiros, Oceanicos e Antarticos. Orientador:
Carlos Ernesto G. Reynaud Schaefer. Co-orientadores: Miriam Abreu
Albuquerque e Marcos Rogério Totola.

O petroleo representa a principal fonte de combustivel da humanidade, e as
operacdes de exploracdo, transporte, refino e distribui¢do representam fontes potenciais de
poluicdo ambiental. Em ambientes contaminados, a degrada¢do dos HPAs
(Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos) depende de fatores climaticos, dos tipos de solo
e das populagdes microbianas presentes. O presente trabalho teve por objetivo avaliar o
potencial de degradacdo dos hidrocarbonetos naftaleno, fenantreno e benzo(a)pireno em
diferentes solos e sedimentos provenientes de regides costeiras, oceanicas tropicais e
polares (Antarticas). As amostras foram coletadas em trés regides, sendo (1) na ilha
principal do Arquipélago de Fernando de Noronha, (2) no litoral do Prado, no sul da Bahia,
e (3) nas Ilhas do Arquipélago Shetlands do Sul, Antartica. Apds a obtencdo das amostras
de TFSA (Terra Fina Seca ao Ar), os solos foram submetidos a anélises quimicas e fisicas,
e foram montados experimentos de degradagdo através de respirometria, sendo testados os
HPAs naftaleno, fenantreno e benzo(a)pireno. A maior degradacdo de naftaleno foi
observada em solo contaminado por hidrocarbonetos derivados de petroleo, em Fildes
(Antartica), a qual foi atribuida a selecdo de populacdes microbianas eficientes na
utilizacdo desse HC. A maior degradacao do fenantreno e do benzo(a)pireno nos solos do
Brasil ocorreu na area P5 (Manguezal de Cumuruxatiba), sendo neste caso atribuido a
maior disponibilidade de nutrientes. As taxas de degradacdo de fenantreno e
benzo(a)pireno foram menores em comparagdo do que a do naftaleno, que possui menor
peso molecular e maior solubilidade. Os resultados deste trabalho demostram que os
microrganismos presentes nos solos em estudo, onde ndo houve impacto conhecido de
derramamento de o6leo, nao foram capazes de degradar -eficientemente os
hidrocarbonetos naftaleno, fenantreno e benzo(a)pireno, nas condi¢cdes experimentais
testadas. Nestes ambientes, as diferencas entre as taxas de degradacdo dos
hidrocarbonetos se relacionam com os teores de COT (Carbono Organico Total) e NT

(Nitrogénio Total).
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ABSTRACT

MIRANDA, Vando José Medeiros de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July of
2008. Degradation of Naphthalene, Phenanthrene e Benzo(a)pyrene in Soil
and Sediments of Coastal, Oceanic and Antarctic Environments. Adviser:
Carlos Ernesto G. Reynaud Schaefer. Co-advisers: Miriam Abreu Albuquerque
and Marcos Rogério Toétola.

Petroleum is the main source of fuel, and the operations of exploration,
transportation, refining and distribution are potential sources of environmental pollution. In
contaminated environments, the degradation of PAHs (Polycyclic Aromatic
Hydrocarbons) depends on climatic factors, soil and microbial population. This study
aimed to assess the potential for degradation of naphthalene, phenanthrene and benzo (a)
pyrene hydrocarbons in different soils and sediments from coastal regions, both tropical
and polar (Antarctica). The samples were collected in three regions, and (1) main island in
the archipelago of Fernando de Noronha, (2) in the Prado coast, in southern Bahia, and (3)
Islands in the South Shetlands archipelago, Antarctica. After obtaining samples of TFSA
(Earth Thin Air Dried), the soils were submitted to physical and chemical analysis, and
experiments were set to evaluate the degradation through respirometry, and tested the
PAHs naphthalene, phenanthrene and benzo (a) pyrene. Most degradation of naphthalene
was observed in soil contaminated by oil derived from oil, in Fildes (Antarctica), which
was attributed to the selection of microbial populations in the efficient use of HC. The rates
of degradation of phenanthrene and benzo (a) pyrene were lesser in comparison to
naphthalene, which have lower molecular weight and greater solubility. The results of this
study suggest that the microorganisms present in these soils, wherever there was no impact
of oil spill, were not able to efficiently degrade the oil naphthalene, phenanthrene and
benzo (a) pyrene, in experimental conditions tested. That would, after selection, the use of
these microorganisms (adapted), the remediation of contaminants soluble in other similar
areas of Antarctica. The differences between the rates of degradation of hidrocarbons relate
to the levels of TOC (Total Organic Carbon) and TN (Total Nitrogen) soil of local non-

contaminated.
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1. INTRODUCAO

As preocupagdes com a conservagao do meio ambiente tém crescido nos tltimos
anos, principalmente em paises industrializados, em razao da consciéncia que tem sido
construida nessas sociedades sobre a importancia da qualidade ambiental como base
para a preservagdo da vida. O petroleo representa a principal fonte de combustivel da
humanidade, e as operagdes de exploragdo, transporte, refino e distribui¢do representam
fontes potenciais de poluicdo ambiental (Geraldes-Kataoka, 2001). A contaminagao ¢ a
exploragdo continua dos recursos hidricos tém sido o foco de aten¢do dos governos nas
ultimas duas décadas (Lopes, 2005), e a contaminagdo por derivados de petroleo ¢ uma
das mais significativas.

O petroleo ¢ uma mistura complexa de hidrocarbonetos (HCs) e outros
compostos organicos, incluindo alguns constituintes organometalicos que complexam
vanadio e niquel, de forma particular (Van Hamme et al., 2003). Atividades legais (e.g.
produgdo e transporte de petroleo), assim como agdes ilegais ou acidentais (e.g. despejo
de residuos liquidos contaminados com petréleo e derivados) tém levado a
contaminagao de diversos compartimentos ambientais por HCs (Al-Hasan et al., 2001).

Na década de 80, estimava-se que o aporte anual global de petréleo nos oceanos
estava entre 1,7 a 8,8 milhdes de toneladas métricas (Leahy & Colwell, 1990). Na
ultima década, este aporte cresceu consideravelmente em fung¢ao do grande aumento da
producdo de petrdleo e derivados e de seu transporte. Em niimeros, os petroleiros
transportam anualmente cerca de 1.800 milhdes de toneladas de 6leo cru pelo mundo
(IMO, 2004). Em termos percentuais, o petrdleo e seus derivados respondem por cerca
de 40% do comércio maritimo mundial (Intertanko, 2003).

Sdo muitos os relatos de acidentes com derramamento de petréleo nas Ultimas
décadas. O maior evento de contaminagao ocorreu durante a Guerra do Golfo, em 1991,
com o derramamento de seis milhdes de barris de petréleo no Golfo Arabico (UNEP,
1991); como conseqiiéncia, grande parte das comunidades animais e vegetais que
habitavam a faixa costeira de 770 Km entre o sul do Kuwait até a Arabia Saudita, foram
extintas (Barth, 2003).

Desde o inicio do século XX sdo conhecidas espécies de bactérias e fungos
capazes de utilizar HCs como a tunica fonte de carbono na presenca de oxigénio.
Somente no fim da década de 80 foram identificados organismos que utilizam HCs em

condicdes estritamente anaerobias (Widdel & Rabus, 2001).



A capacidade metabolica que certos organismos possuem de transformar ou
mineralizar contaminantes organicos em formas menos toxicas, as quais passam a ser
integradas aos ciclos biogeoquimicos naturais, ¢ chamada de biodegradagdo. A
biodegradacao ¢ o mecanismo primario através do qual petréleo e outros poluentes de
natureza semelhante sdo eliminados do ambiente, sendo as populagdes indigenas de
microrganismos as principais responsaveis pelo processo (Leahy & Colwell, 1990). Ao
entrar em contato com o ambiente, o produto derramado comega a sofrer continuos
processos fisicos e quimicos decorrentes das condi¢cdes ambientais locais como ventos,
temperatura, intensidade luminosa, ondas e correntes (ITOPF, 2003). Dependendo da
natureza do produto derramado, este tendera a desaparecer ao longo do tempo ou a
persistir no ambiente.

Em pesquisas relacionadas a remediacdo natural, estudos detalhados das
condi¢cdes do meio, da contaminagdo e do fluxo sdo fatores relevantes para a
compreensdo da migragdo de compostos organicos derivados de hidrocarbonetos no
subsolo (Ramos et al., 2003). Entre os ambientes mais afetados pela contaminacdo de
HC, estdo as praias e faixas costeiras de ilhas oceanicas tropicais e polares, onde se
esperam encontrar variagdes no potencial de degradacdo em fung¢ao de caracteristicas do
meio impactado e do ambiente (temperatura e umidade).

Como técnica derivada, a biorremediagdo ¢ uma tecnologia de grande
efetividade, de baixo custo e, algumas vezes, logisticamente favoravel, que visa acelerar
o processo natural de biodegrada¢do de contaminantes pela otimizacdo dos fatores que
limitam este fendmeno (Allard & Neilson, 1997; Bhupathiraju et al, 2002; D'annibale et
al., 2006; Mariano et al., 2007).

O enriquecimento da biosfera e geosfera com poluentes organicos, como os
HCs, em decorréncia da atividade humana, torna necessario o desenvolvimento de: 1)
programas de biomonitoramento, que através da identificacdo do potencial de
degradacdo de diferentes compostos em diferentes ambientes, que nos permitam
perceber mudangas no meio causadas pelos HCs, prevenindo impactos de grandes
dimensdes ambientais; e 2) técnicas efetivas de biorremediagdo, que possam atenuar os

impactos causados ao ambiente por estes contaminantes.



2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi o de avaliar de forma exploratdria o potencial de
degradagdo dos hidrocarbonetos naftaleno, fenantreno e benzo(a)pireno em diferentes
solos e sedimentos provenientes de diferentes regides costeiras, oceanicas tropicais e
polares (Antartica). Os objetivos especificos foram:

- Avaliar a degradacdo de naftaleno, fenantreno e benzo(a)pireno, marcado com
" nos solos utilizando medida de evolucio de *CO..

- Correlacionar as caracteristicas quimicas e fisicas dos diferentes solos com os

dados de evolugao de 14C02.



4. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Hidrocarbonetos e composi¢ao quimica do petroleo

Compostos que se constituem exclusivamente de carbono e hidrogénio sdo
chamados hidrocarbonetos. Por ndo exibirem grupos funcionais, sdo extremamente
apolares e exibem baixa reatividade quimica a temperatura ambiente. A ocorréncia, o
tipo e o arranjo de ligagdes insaturadas (ligagdes m) determinam a reatividade dos HCs
(Widdel & Rabus, 2001).

A utilizagdo de HCs como combustiveis ¢ a sintese de uma grande variedade de
outros compostos a partir destes, os tornam de grande importancia para as sociedades
industrializadas. Os HCs sdo naturalmente formados por processos geoquimicos de
longa durag@o ou quimicamente sintetizados (Tissot & Welte, 1984).

O petréleo € uma mistura complexa de HCs e outros compostos organicos,
incluindo alguns constituintes organometalicos que complexam vanadio e niquel, de
forma particular (Van Hamme et al., 2003). Os HCs do petroleo podem ser divididos
em quatro classes: saturados, aromadticos, asfaltenos (fendis, acidos graxos, cetonas,
ésteres e porfirinas) e resinas (piridinas, quinolinas, carbazdis, sulféxidos e amidas)

(Leahy & Colwell, 1990).

3.2.1 Naftaleno

E um hidrocarboneto aromatico diciclico, cujas moléculas sdo constituidas de
dois anéis benzénicos fundidos. Possui trés estruturas de ressonancia (Figura 1). A
diferenca do benzeno, as ligagdes carbono-carbono do naftaleno ndo possuem o mesmo
comprimento, sendo que as pontes C1-C2, C3-C4, C5-C6 e C7-C8 possuem cerca de
1,36 A, enquanto as demais pontes possuem cerca de 1,42 A. Possui massa molecular
igual a 128,17 g. mol”, densidade de 1,14 g.cm™ e solubilidade muito baixa em 4gua
(31,7 mg.L'l). O naftaleno sublima facilmente a temperatura ambiente (HSDB, 1999).

O naftaleno € usado como intermediario na sintese do acido antranilico, naftois,
naftilaminas, acido sulfonico, resinas sintéticas e hidronaftalenos; ¢ também utilizado na
preparagao de dacido salicilico, antraquinona, indigo e do inseticida 1-naftil-N-
metilcarbamato. O naftaleno ¢ muito utilizado como repelente de insetos, em
desodorantes para sanitarios e como antiséptico de uso tdpico veterinario (NTP, 2000).

Foi considerado, em conjunto com outros HPAs, como a classe de poluentes de

maior contribuicdo na toxicidade total de amostras de sedimentos e rejeitos liquidos,
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passando a ser enquadrado na lista prioritaria de contaminantes organicos persistentes
(Eljarrat & Barcelo, 2003).

A exposi¢do ao naftaleno estd associada com varias manifestagdes de toxicidade,
em seres humanos e em animais de laboratorio. Existem comprovagdes claras de que o
naftaleno passa pelo metabolismo enzimatico oxidativo do citocromo P450, resultando
na producdo de metabdlitos reativos, que levam a deplecao da glutationa, e conseqiiente
formacgdo de estresse oxidativo (Chichester et al., 1994; Stohs et al., 2002). Além disso,
o naftaleno e seus metabolitos induzem a formagdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS), como o anion superdxido e radicais hidroxil (Chichester et al., 1994; Stohs et
al., 2002).

O estresse oxidativo resultante produz efeitos danosos em tecidos, incluindo
opacificacdo do cristalino e formagdo de catarata, e danos seletivos as células do epitélio
bronquiolar ndo ciliadas. Podem ocorrer peroxidacdo de lipidios, danos ao DNA e
aumento na fluidez de membrana dos tecidos hepaticos e cerebrais (Germansky &

Jamall, 1988; Bagchi et al., 1998).

2
| - -
3

o—-~

8 1
Z N
NN,
Figura 1. Estrutura quimica do naftaleno e suas estruturas de ressonancia. As posi¢des

1,4,5 e 8 indicadas na figura sdo chamadas posi¢oes alpha e as posigdes 2,3,6 ¢

7 sdo denominadas posi¢des beta.

3.2.2 Fenantreno

Fenantreno ¢ um hidrocarboneto aromatico polinuclear, cristalino, isomero do
antraceno, obtido principalmente da fracdo de dleo de antraceno do alcatrao de hulha e
também sinteticamente (Figura 2). Pertence a classe dos compostos organicos semi-
volateis, formados por anéis benzénicos ligados de forma linear, angular ou agrupados,
contendo somente carbono e hidrogénio (Lundstedt, 2003). Considerado um poluente
prioritario devido a sua toxicidade, persisténcia e predominancia no meio ambiente

(U.S. EPA, 2008).



Entre os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, o antraceno e o fenantreno sao
0s menos reativos e, apesar de apresentarem o mesmo numero de anéis, possuem
energia de ressonancia de 84 e 91 Kcal/mol, respectivamente (Wade, 1995).

O naftaleno e o fenantreno, que ainda ndo tém efeito carcinogénico comprovado,
se ingeridos, sdo facilmente absorvidos no intestino e extensivamente transformados em

fenois, di-hidrodiois e acidos mercapturicos (Costa, 2001).

Figura 2. Estrutura quimica do fenantreno.

De acordo com Moody et al. (2001), o antraceno e o fenantreno nido oferecem
risco a0 homem como os hidrocarbonetos policiclicos arométicos de maior peso
molecular, porém podem ser toxicos aos peixes e algas. S@o considerados
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos tipicos e indicadores da presenga de outros mais
perigosos, como o benzo(a)pireno. Por isso, sdo largamente utilizados para a verificagao
dos fatores que afetam a biodisponibilidade, a biodegradabilidade potencial e a taxa de
biodegradacdo no meio ambiente.

Bactérias, fungos e clorofitas podem degradar compostos xenobidticos como
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (Loibner et al., 2003). As Sphingomonas sp.
conseguem degradar o fenantreno, assim como as Mycobacterium sp. e as Nocardia sp.
(Loibner et al., 2003).

3.2.3 Benzo(a)pireno

O benzo(a)pireno ao contrario do benzeno, ¢ um composto pouco volatil
(Figura 3). Quando presente no solo, apresenta mobilidade baixa. Quando presente na
agua, ¢ pouco soluvel e adsorve aos s6lidos suspensos € ao sedimento na coluna d'agua.
Poucos géneros de microrganismos foram identificados como degradadores deste
composto. Estudos mostraram que o tempo de meia vida para a mineralizagao por meio
da biodegradagio variou entre 200 e 300 semanas (HSDB, 2003b). E considerado o
composto mais carcinogénico dentre os HPAs. Em alguns estudos de toxicidade em

ratos, mostrou-se embriotoxico, teratogénico e causou diminuicdo na fertilidade
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(Cheminfo, 2004). Dentre os HPAs, ¢ o composto mais resistente a foto-oxidacao,

enquanto o benzo(a)antraceno, o mais sensivel.

Figura 3. Estrutura quimica do benzo(a)pireno.

3.2 Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS) e biodegradacao

Os hidrocarbonetos diferem quanto a susceptibilidade ao ataque de
microrganismos. As taxas de biodegradacdo de HCs tém se mostrado mais altas para os
saturados, seguidas pelos aromaticos de baixo peso molecular e pelos aromaticos de alto
peso molecular, sendo que os compostos polares exibem as menores taxas de
biodegradacao (Leahy & Colwell, 1990).

Os HPAs sdo compostos por anéis aromaticos com ou sem ramificagdes
saturadas, que configuram um classe importante de compostos organicos presentes no
petrdleo, apesar de sua baixa concentragcdo em relacdo aos outros hidrocarbonetos. Sua
importancia recai no fato de serem compostos com menor susceptibilidade a degradagao
no meio ambiente, constituindo assim uma classe de marcadores geoquimicos
ambientais extensamente utilizada nos estudos cientificos, permitindo sua aplicagdo em
investigagdes forenses (Meniconi & Barbanti, 2007).

Os HPAs podem provocar alteragdes nos organismos, na ressuspensio, na
porosidade, na mineralizacdo, no aumento da concentragdo de matéria organica e
potencial redox do sedimento (Berge et al., 1987). A extensdo destes efeitos sera funcdo
da quantidade de hidrocarbonetos presente e das caracteristicas do sedimento e da agua
sobrejacente ao mesmo.

A intensidade de biodegradacdo dos HPAs ¢ influenciada por diversos fatores
como disponibilidade de nutrientes, oxigénio, pH, composi¢do, concentragdo,
biodisponibilidade do poluente, caracteristicas fisico-quimicas e do historico de
contaminagdo da area (Margesin & Schinner, 2001). A degradacdo dos HPAs no solo

pode ser limitada ainda pela incapacidade dos microrganismos autdctones em



metabolizar eficientemente esses compostos, dado a sor¢do do contaminante a fase
solida mineral e orgénica do solo (Johnsen et at., 2005).

A biodegradacdo de areas contaminadas com HCs pode ser estimulada pela
fertilizagdo com nitrogénio, fosforo e fontes de ferro, j4 que nas areas poluidas ocorre
um desbalango na propor¢ao de carbono organico em relagdo a outros nutrientes (Leahy
& Colwell, 1990; Ericksson et al., 2003; Coulon et al., 2005).

Regides impactadas por derramamentos de petroleo e derivados sdo colonizadas,
geralmente, por biofilmes compostos predominantemente por cianobactérias, em termos
de biomassa (Hopner et al., 1996; Radwan et al., 2001; Barth, 2003). Biofilmes sdo
comunidades microbianas organizadas espacialmente em laminas sobrepostas
resultantes de gradientes fisico-quimicos (Sanchez et al., 2006). O fato de que as células
ficam imobilizadas no biofilme permite um contato direto dos microrganismos com o
poluente, o que é um dos requisitos essenciais para a biodegradacdo (Grotzschel et al.,
2002). O papel das cianobactérias em criar um microclima rico em oxigénio e
nutrientes, nas proximidades da por¢do externa da parede celular, ¢ de grande
importancia para a sustentacao de outras comunidades de bactérias heterotroficas, ja que
nutrientes como o nitrogénio e o oxigénio sdo pré-requisitos para o sucesso do processo
de degradacédo aerobia dos HCs (Rosenberg et al., 1992; Safonova et al., 1999; Abed &
Koster, 2005). Biofilmes de cianobactérias sdo extremamente desenvolvidas nos solos
costeiros da Antaritca (Corréa, 2007).

Os manguezais desenvolvem-se sobre um substrato formado a partir do
transporte de sedimentos oriundos dos rios e oceanos. Segundo Almeida et al. (2001), o
encontro de 4guas doces e salgadas, na regido estuarina, faz com que os sedimentos
transportados percam velocidade e se unam através de processos fisico-quimicos
formando grumos, o que implica em aumento do peso das particulas que decantam,
formando um sedimento composto basicamente por silte, argila e matéria organica. Este
ecossistema desempenha diversas fun¢des naturais de grande importancia ecoldgica e
economica. Eles sdo agentes depuradores, funcionando como filtro bioldégico em que
bactérias aerdbias e anaerobias condicionam a matéria organica e o solo, promovendo a

fixacdo ¢ a neutralizagdo de particulas contaminantes (Ramos et al., 2003).



3.3 Fatores ambientais que influenciam a degradacéo de hidrocarbonetos
3.3.1 Concentragao e estado fisico do poluente

Em pequenas concentragdes, os hidrocarbonetos sdo soluveis em 4gua, mas na
maioria dos incidentes de derramamento de petréleo, estes poluentes sdo liberados em
concentragdes muito acima do limite de solubilidade (Atlas, 1981).

O petroleo em sistemas aquaticos tende a formar emulsdes. Nessas emulsdes, a
proporg¢ao de petroleo em relacdo a 4gua determina a area superficial de HCs disponivel
para o ataque microbiano. Em geral, quanto maior a propor¢do de petrdleo, menor a
susceptibilidade a degradagao (Davis & Gibbs, 1975).

A formagdo de emulsdes por intermédio de produtos microbianos e a liberagao
de biossurfactantes sdo processos importantes para a disponibilizagdo de HCs para a
utilizagdo microbiana (Leahy & Colwell, 1990).

As taxas de utilizacdo e mineralizacdo de muitos compostos organicos em
ambientes aquaticos sdo proporcionais as concentracdes do poluente, como € o caso do
tolueno, que possui solubilidade relativamente alta em agua. Contudo, ¢ importante
ressaltar que para HCs menos soliveis, como os hidrocarbonetos aromaticos com mais
de dois anéis aromaticos, como o fenantreno, as taxas de mineralizacdo devem ser
relativas a fragdo solubilizada e ndo as concentragdes totais do poluente (Thomas et al.,

1986).

3.3.2 Temperatura

A temperatura afeta a biodegradacao de HCs pelo seu efeito sobre a natureza
fisica e composicdo quimica do petroleo e derivados e sobre a taxa metabdlica e
composi¢ao da comunidade microbiana (Leahy & Colwell, 1990).

A biodisponibilidade e solubilidade dos HCs menos soluveis, como os alifaticos
e HPAs, ¢ dependente de temperatura. A elevagdo da temperatura leva a diminui¢ao da
viscosidade, afetando o grau de distribuicdo e aumentando as taxas de difusdo de
compostos organicos; por outro lado, a diminui¢do da temperatura provoca um efeito
contrario. Além disso, o aumento da temperatura eleva a ocorréncia de reagdes, dado o
aumento da fluidez das membranas celulares.

A biodegradacdo de HCs tem sido relatada em uma grande variedade de
ambientes com baixas temperaturas, incluindo ambientes aquéticos e terrestres de
regides Articas e Antérticas (Coulon et al., 2005; Coulon et al., 2006; Delille et al.,
1998; Eriksson et al., 2003; Ruberto et al., 2005), além de solos altas montanhas
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(Margesin, 2000). Em contraste, apds a Guerra do Golfo, surgiram varios relatos de
microrganismos que habitam as regides desérticas poluidas na regido do Golfo Arabico,
capazes de degradar HCs, onde a temperatura pode exceder a 50°C (Sorkhoh et al.,
1993).

3.3.3 Oxigénio

As etapas iniciais do catabolismo de alcanos, HCs ciclicos e HPAs por
microrganismos envolvem a oxidacdo do substrato por oxigenases, o que requer a
presencga de oxigénio molecular (Atlas, 1981).

Condi¢des limitantes de oxigénio normalmente ndo ocorrem na regido mais
superficial da coluna de 4agua de ambientes marinhos e de agua doce. Contudo,
sedimentos aquaticos apresentam condi¢des de anoxia, com excecdo de uma pequena
camada na por¢ao superficial dos sedimentos (Leahy & Colwell, 1990).

A disponibilidade de oxigénio em solos ¢ dependente das taxas microbianas de
consumo, do tipo de solo e das condi¢des de drenagem, além da presenca de compostos
utilizaveis por microrganismos, cuja degradacdo pode levar a deplecdo do O, (Kaspar &
Tiedje, 1994). A concentragdo de oxigénio tem sido considerada um fator limitante para
degradagao de petrdleo no solo e de gasolina no lengol freatico (von Wedel et al., 1988;
Jamison et al., 1975).

A partir do fim da década de 80, um grande nlimero de microrganismos capazes
de utilizar HCs saturados e aromaticos, estritamente em condigdes anaerobias, tem sido
identificado (Widdel & Rabus, 2001; Van Hamme et al., 2003). Nestes organismos,
uma das enzimas chave identificadas no processo de degradacdo de HCs ¢ a
benzilsuccinato sintase, que catalisa a adicdo de uma molécula de fumarato a uma
molécula de benzeno, formando benzilsuccinato. Em seguida, uma série de f-oxidagdes
modificadas transformam o benzilsuccinato em benzil-CoA, que ¢ o intermediario
central na via de degradacdo anaerobia de HCs. A benzilsuccinato sintase também
catalisa a adi¢do de uma molécula de fumarato ao tolueno e pode ainda estar envolvida
no metabolismo de xilenos, alquilnaftalenos, n-hexadecanos e n-dodecanos (Widdel &

Rabus, 2001; Van Hamme et al., 2003).

3.3.4 Nutrientes
A liberagdo de HCs no ambiente geralmente leva a um aumento da razio

carbono/nitrogénio e/ou carbono/fosforo. O ajuste da razdo carbono/nitrogénio/fosforo
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pela adicdo de nitrogénio e fosforo na forma de fertilizantes oleofilicos, incluindo a
uréia parafinada, octil fosfato, octoato férrico, além de féormulas comerciais como Inipol
EAP 22%, estimulam a degradagdo de petréleo e HCs individuais em ambientes
aquaticos e terrestres (Leahy & Colwell, 1990; Coulon et al., 2005). Entretanto,
resultados conflitantes podem aparecer, o que provavelmente se deve as especificidades
de cada ambiente, no que se refere a teores de nutrientes no solo, tipo de contaminante e

populagdo microbiana (Leys et al., 2005).

3.3.5 Salinidade

Um grande nimero de poluentes organicos pode ser mineralizado ou
transformado por microrganismos que crescem na presenca de sal (Margesin &
Schinner, 2001). Existe uma relacdo inversamente proporcional entre a concentragdo de
sais ¢ a solubilidade de HPAs (Whitehouse, 1984).

Foi observado que o efeito inibitério da salinidade sob concentragdes acima de
2,4% (p/v) de NacCl, ¢ maior sobre a degradacdo das fragcdes aromaticas e polares do que
sobre a fracdo saturada do petroleo (Mille et al., 1991). Contudo, Hinteregger &
Streichsbier (1997) demonstraram que Halomonas sp. ¢ capaz de degradar totalmente
0,1 gL' de fenol, utilizando-o como unica fonte de carbono, num periodo de treze

horas em presenca de 1-14% (p/v) de NaCl.

3.3.6 Atividade de agua

A atividade de agua ou potencial de agua (ay) dos solos pode variar entre 0,0 a
0,99, em contraste com ambientes aquaticos, nos quais a atividade de agua ¢ estavel,
num valor préximo a 0,98. A degradacdo de HCs em ambientes terrestres pode ser

limitada pela disponibilidade de a4gua para o crescimento e o metabolismo microbianos

(Leahy & Colwell, 1990).

3.3.7pH

A mineralizacdo de HCs ¢ favorecida em valores de pH proximos a neutralidade.
Contudo, existem relatos de processos de biodegradacdo em aqiiiferos com pH de 4,5 a
5,0 e de organismos capazes de degradar HCs em solos acidos de florestas tropicais,
com pH variando de 4,0 a 6,0 (Amadi et al., 1996). Muitas espécies de fungos

desenvolvem-se em amplas faixas de pH. Bactérias e actinomicetos sdo dominantes em
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solo de pH préximo ao neutro, ja os fungos geralmente dominam as areas com baixo pH

(Alexander, 1980).

3.3.8 Matéria organica (MO)

A atividade microbiana depende principalmente da disponibilidade de substratos
organicos do solo. Portanto, altas taxas de degradagdo sdo esperadas em solos com altos
teores de MO (Hurle & Walker, 1980). Os grupamentos carboxilicos (-COOH), fenolicos
(-OH), metoxilicos (-OCH3) e amino, sdo distribuidos pela superficie da matéria organica,
fornecendo sitios ativos para ligagdes de transferéncia de carga, particao hidrofébica em
adi¢do a troca idnica, pontes de hidrogénio e adsorcao por forgas de Van der Waals. A
qualidade da matéria organica ¢ mais importante para a atividade microbiana do que a

quantidade presente no solo.

3.4 Uso de microrganismos em processos de remediacdo de areas impactadas por
hidrocarbonetos

Desde o inicio do século XX sdo conhecidas espécies de bactérias e fungos
capazes de utilizar HCs como a unica fonte de carbono em presenca de oxigénio. Em
1946, Claude E. ZoBell publicou uma revisdo sobre a a¢do de microrganismos, de
distribui¢do ampla na natureza, na decomposi¢ao de HCs.

A seqiiéncia de degradacdo de hidrocarbonetos no solo ¢ determinada por uma
sucessao de microrganismos. Microrganismos degradadores de alcanos, com rapidas taxas
de crescimento, competem com os decompositores de lento crescimento de
hidrocarbonetos mais recalcitrantes pelos recursos nutricionais até a exaustdo dos
primeiros (Heely et al, 1992). Estes organismos sdao entdo substituidos por
microrganismos com lenta taxa de crescimento, mas grande flexibilidade metabolica para
degradar os hidrocarbonetos mais recalcitrantes. A relativa biodegradabilidade dos
hidrocarbonetos tem sido reportada (em ordem de decréscimo de degradabilidade): alcanos
lineares (C10 a C19), gases (C2 a C4), alcanos (C5 a C9), alcanos ramificados com até 12
carbonos, alcenos (C3 a C11), alcenos ramificados, aromaticos e cicloalcanos. A tendéncia
¢ encontrar menos microrganismos com o aumento da dificuldade de degradagao (Heely et
al., 1992).

A biorremedia¢do de areas impactados por hidrocarbonetos ¢ uma alternativa

ndo destrutiva, mais barata e ecologicamente correta do que outros processos como
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tratamento quimico (surfactantes e dispersantes), incineragdo, armazenamento ¢
lavagem do solo (Eriksson et al., 2003).

A biodegradagdo pode ndo ser eficiente se estiverem presentes substratos
facilmente degradaveis no solo contaminado, pois estes serdo utilizados
preferencialmente, impedindo a inducdo das enzimas capazes de degradar o poluente
mais complexo (Corseuil & Alvarez, 1996). Porém, em propor¢des adequadas, um
substrato de facil degrada¢do pode servir de fonte de energia principal para os
microrganismos, sendo o de dificil degradagdo co-metabolizado (Phlippi, 2001).

Dentre as bactérias, os géneros que possuem maquinaria enzimatica capaz de
degradar HCs aerobicamente sao: Pseudomonas, Achromobacter, Acinetobacter,
Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus, Flavobacterium, Nocardia, Rhodococcus,
Mycobacterium, Burkholderia e Sphingomonas, entre outros (Jacques et al. 2007).
Outras bactérias podem degradar HCs sob condigdes anaerdbicas: Blastochloris
sulfoviridis, Azoarcus sp., Dechloromonas sp., Pseudomonas sp., Thauera aromatica,
Vibrio sp., Geobacter grbiciae, Geobacter metallireducens, Desulfobacula toluolica e
Desulfobacterium cetonicum (Van Hamme et al., 2003). Dentre os fungos, s@o citados:
Aureobasidium, Candida, Rhodotorula, Sporobolomyces, Trichoderma, Mortierella,
Aspergillus, Penicillium, Corollospora, Dendryphiella, Lulworthia e Varicosporina
(Leahy & Colwell, 1990).

Um grande nimero de trabalhos tem usado microrganismos na biodegradagao de
HCs, com sucesso, sob condigdes de laboratorio, identificando-se isolados com
potencial para serem usados em processos de biorremediagdo (Heitkamp et al., 1987).
Heitkamp et al. (1987), analisando a capacidade de degradagdo do [C'*] naftaleno por
microrganismos de trés amostras de solos, com diferentes histéricos de contaminacao,
obtiveram uma meia vida de mineralizag¢do variando de 2,4 a 4,4 semanas.

Chaillan et al. (2004) isolaram 33 organismos, entre fungos e bactérias, capazes
de degradar HCs a partir de solos contaminados da Indonésia. Foram testados treze
parametros que refletem o tipo de capacidade degradativa apresentado por estes
microrganismos, sendo que a capacidade maxima de degradacao foi obtida para os HCs
saturados, enquanto que para os aromdticos um baixo nivel de degradagdo foi
observado.

Muitos trabalhos tém se focado nas bactérias heterotréficas e nos fungos que
crescem aderidos a bainha mucilaginosa de cianobactérias constituintes dos chamados

biofilmes, em areas afetadas por petroleo (Al-Awadhi et al., 2002; Abed et al., 2002;
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Grotzschel et al., 2002; Al-Awadhi et al., 2003). Nestes trabalhos, o papel direto das
bactérias heterotroficas e fungos na degradacdo aerdbia de HCs ¢ reconhecido, e a
maioria dos autores considera que, exclusivamente, estes organismos participem do
ataque as moléculas de HCs (Sorkhoh et al., 1995; Abed & Koster, 2005; Sanchez et
al., 2006; Chaillan et al., 2006).

Bossert et al. (1984) estudaram o destino dos hidrocarbonetos durante a
disposicdo de borra oleosa no solo. Concluiram que a aplicagdo de borra oleosa ¢
rapidamente seguida por um aumento na atividade de biodegradacdo dos
hidrocarbonetos e que a mineralizagdo ¢ o mecanismo predominante durante a fase ativa
do processo de landfarming (uso de técnicas agricolas para aumentar a atividade
decompositora e tratar residuos in situ em condigdes aerobias).

Novotny et al. (2000) investigaram a degradagdo de hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos pelos fungos Irpex lacteus, pertencentes ao grupo de espécies de fungos da
podridao branca, os quais removeram eficientemente hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos de trés e quatro anéis, presentes em meio liquido e no solo. Em trés meses,
os fungos Irpex lacteus degradaram 37% de fenantreno, 49% de antraceno, 25% de
fluoranteno e 52% de pireno, presentes numa concentragao de 400 pg de HPA em 6g de

solo, contendo 0,8% de carbono organico e 0,08% de nitrogénio total.

3.5 Metabolismo aerdbio de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos

A Dbaixa solubilidade em 4gua e a alta adsorcdo dos HPAs geralmente
influenciam a sua biodegradacdo, mas a producdo de metabdlitos toxicos e de
metabolitos com taxas quase nulas de degradacdo, a repressdo metabdlica e a
disponibilidade de substratos preferenciais sdo fatores que devem ser considerados
quando se estuda a persisténcia desses compostos (Juhasz et al., 2002).

O metabolismo microbiano de muitos HCs ja foi elucidado em nivel de vias
metabolicas e de controle dos processos enzimaticos e genéticos envolvidos em sua
utilizagdo. Esses estudos tém se concentrado no papel degradativo de bactérias
(Kiyohara et al., 1994; Kim et al., 2002) e fungos (Cerniglia, 1997).

A degradagao bacteriana de HPAs normalmente inclui a formagao de um diol,
seguida da clivagem do anel, e da formacdo de um didcido como o acido mucdnico
(Figura 4) (Ensley & Gibson, 1983). Em contraste, a oxidacdo de compostos

aromaticos em eucariotos leva a formacao de um trans-diol (Cerniglia & Gibson, 1977).
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Narro et al. (1992a) demonstraram a capacidade da cianobactéria Oscillatoria

sp. JCM em oxidar o naftaleno a 1-naftol, primariamente pela oxidagdo do naftaleno a

naftaleno 1,2-6xido, que sofre isomerizagdo, por um mecanismo chamado substitui¢ao

NIH, formando um ceto intermedidrio, que através de uma enolizagdo forma o 1-naftol

(via indireta), a semelhanga de outros microrganismos como Bacillus cereus (Cerniglia

et al., 1984). Os autores ndo descartam a possibilidade de ocorréncia de hidroxilagido

direta em taxas menores (Figura 5).
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Até recentemente, a maior parte do que se conhecia sobre a regulacao génica do
processo de degradacdo de HPAs era referente aos estudos de plasmidios que
catabolizam o naftaleno, como NAH7 (em Pseudomonas putida G7) e pDTGI1 (em P.
putida NCIB9816-4). Nestes sistemas ja bem caracterizados, um primeiro operon
(nahAaAbAcAdBFCED) codifica a via de conversao do naftaleno em salicilato (via
ortho); um segundo operon (NahGTHINLOMKJ) codifica a conversdo de salicilato via
meta-clivagem do catecol em piruvato e acetil coenzima A (via meta). O regulador de
ambos operons ¢ codificado por um terceiro operon contendo nahR, que é induzido por
salicilato (Simon et al., 1993). Em P. putida, o oxigénio molecular ¢ introduzido no
nucleo aromatico por um complexo multienzimatico chamado naftaleno dioxigenase
(Ensley & Gibson, 1983). Hoje, sabe-se que este complexo € muito versatil e ¢ capaz de
catalisar uma grande diversidade de reagdes (Van Hamme et al., 2003).

Com respeito ao metabolismo de HPAs, novas seqiiéncias génicas tém sido
identificadas em uma grande variedade de isolados, que incluem Burkholderia sp.
RP007, phnFECDACAdB (Laurie & Lloyd-Jones, 1999); Pseudomonas sp. U2,
nagAaGHAbACAJBF (Fuenmayor et al., 1998); Rhodococcus sp. 124, nidABCD
(Treadway et al., 1999); Mycobacterium sp. PYR1, nidDBA (Khan et al., 2001); ¢
Polaromonas naphthalenivorans CJ2, nagRAaGHAbACAABFCQEDJ (Jeon et al.,
2006).
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cianobactéria marinha Oscillatoria sp. JCM (Adaptado de Narro et al., 1992 b).

De acordo com Ouyang (2004), o fenantreno pode ser degradado por bactérias

presentes no solo através de duas rotas metabdlicas. Numa delas, o acido 1-hidroxi-2-
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naftéico ¢ oxidado a 1,2-dihidroxinaftaleno, que ¢ degradado via rota metabdlica do
naftaleno até salicilato. Na outra rota, o anel do acido 1-hidroxi-2-naftéico é clivado e

metabolizado via rota metabdlica do ftalato. Isso demonstra que o naftaleno e o

fenantreno tém rotas metabolicas em comum durante sua degradagao.
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A rota metabdlica da biodegradagdo do fenantreno por bactérias Mycobacterium
sp., isoladas de sedimento estuarino contaminado por 6leo, foi identificada por Moody
et al. (2001). Apos 14 dias, houve biodegradagao de 90% do fenantreno, inicialmente
presente numa concentracdo de 0,2 pg/mL. Foram identificados os seguintes
metabolitos:  cis-3,4-dihidroxi-3,4-dihidroxifenantreno e  c¢is-9,10-dihidroxi-9,10-
dihidrofenantreno (Figura 6), que tiveram seu teor aumentado entre 4 e 8 horas de
incubacdo e que entre 8 e 32 horas foram degradados totalmente. Apos 8 horas de
incubacdo, o acido 2,2-difenilico comegou a se acumular e permaneceu apds 96 horas.
Mais dois produtos da fissdo dos anéis aromaticos foram identificados: os acidos 1-
hidroxinaftol e ftalico.

Loibner et al. (2003) investigaram a taxa de biodegradacao de hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos em dois tipos de solo, com e sem adi¢do de microrganismos,
durante vinte e trés semanas. As amostras de solo foram contaminadas com uma mistura
de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos contendo naftaleno, fenantreno, fluoreno,
pireno e perileno. Num solo siltoso, rico em matéria orginica e com alta atividade
microbiana, ocorreu degradagdo de certos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos pelos
microrganismos nativos. J& num solo arenoso acido, com diferentes tamanhos de
particulas de areia e baixo teor de matéria organica, ndo houve degradacdo pelos
microrganismos nativos no periodo de 23 semanas. Nos dois casos, a adi¢do de 2% de
lodo ativado possibilitou a quase total biodegradacdo do fenantreno, do fluoreno e do
pireno (hidrocarbonetos policiclicos aromaticos com até quatro anéis) e decaimento do
perileno (cinco anéis). A reducdo do naftaleno ocorreu por volatilizacdo do
contaminante, pois os resultados para as amostras de solo com microrganismos nativos
e exdgenos foram iguais aos obtidos para as amostras com solo esterilizado.

Boyd & Montgomery (2003) investigaram os fatores O, dissolvido, temperatura,
concentracdo ¢ matéria organica na biodegradagdo do naftaleno, do fenantreno e do
fluoranteno, por microrganismos indigenas, em sedimentos de mangue contaminado. Os
autores concluiram que até concentragdes de 200 pg g' de mistura desses
hidrocarbonetos e 40 pg g de fenantreno, ndo houve inibigdo na biodegradagio.

Ouyang & Fitzgerald (2003) verificaram o metabolismo do fenantreno por
fungos. O Phanerochaete chrysosporium metabolizou o fenantreno em trans-3,4 ¢ 9,10-
dihidrodidis e o Cunninghamell elegans, em trans-1,2 e 3,4-dihidrodidis, resultantes da
acdo sucessiva das monoxigenases ¢ epdxi-hidrolases. Os trans-dihidrodidis sofreram

desidratacdo e formaram os fenantrois. Os produtos finais resultantes da detoxificagao
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do fenantreno por Phanerochaete chrysosporium e Cunninghamell elegans foram 9-
fenantril-beta-D-glucopiranoside e 1-fenantril-beta-D-glucopiranoside, respectivamente.

O metabolismo benzo(a)pireno, tal como dos outros HPAs, ocorre em todos os
tecidos e envolve varias vias metabolicas com varios graus de atividade enzimatica. As
atividades e as afinidades das enzimas num dado tecido determinam qual a via

metabolica que prevalece.

\l, P - 450

“ 7,8 - epdxido de benzo(a)pireno
ST

Epéxido hidrolase \ G

7,8 - di - hidro diol de benzo(a)pireno Conjugado de glutation

Benzo(a)pireno

P - 450

COG 7,8 - diol - 9,10 - ep6xido de benzo(a)pireno

Figura 7. Representagdo esquematica simplificada do metabolismo do benzo(a)pireno.

O benzo(a)pireno ¢ metabolizado inicialmente pelo citocromo P450 a 6xidos de
areno (Figura 7). Uma vez formados, estes podem sofrer rearranjo espontdneo e dar
fenois, suportando hidratacdo até aos correspondentes trans-dihidrodiois numa reagdo
catalizada pela epdxido hidrolase microssomal, ou reagir covalentemente com a
glutationa, quer espontaneamente ou numa reagdo catalizada pela glutationa S-
transferase citosolica. O citocromo P-450 metaboliza o 4,5-di-hidrodiol de
benzo(a)pireno a um numero de metabodlitos ndo caracterizados, enquanto o 9,10-
dihidrodiol é metabolizado predominantemente ao seu derivado I- e/ou 3-fenol com

apenas pequenas quantidades formadas de 7,8-diol-9,10-epoxido. Em contraste com o
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9,10-diol, o 7,8-diol de benzopireno ¢ metabolizado a 7,8-dihidrodiol-9,10-epoxido, e a
via de formagdo fenol-diol ¢ menor. Os diol epdxidos podem ser conjugados com
glutationa quer espontaneamente quer por uma reagdo catalizada por glutationa S-

transferase. Também podem hidrolisar espontaneamente a tetraois (ATSDR, 2008).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Locais de coleta das amostras de solo

As amostras foram coletadas em trés regides, sendo uma na ilha principal do
Arquipélago de Fernando de Noronha, uma em praia da regido do Prado, no sul da
Bahia, e uma nas Ilhas do Arquipélago Shetlands do Sul, Peninsula Antartica. Em
Noronha (Figura 8), foram selecionadas quatro areas: Praia do Ledo (P-1): (3° 52° 10”’
S/ 32°26° 16> W), area de protecao e local de desova de tartaruga marinha; Baia Sueste
(P-2): (3°52° 51”7 S/ 32° 25° 26°° W), area de prote¢do de manguezal arenoso; Praia de
Atalaia (P-3): (3° 51° 20°* S/ 32° 25” 33> W), area de protecdo com controle rigoroso
permanente; Baia ¢ Porto de Santo Anténio (P-4): (3° 50° 48> S/ 32° 24° 01 W),
principal porto da ilha.

9580000
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9517000
517000

9574000
9574000

9571000
5000

Figura 8. Mapa de localizagdo geografica das amostras da ilha principal do

Arquipélogo de Fernando de Noronha.

No Padro (Cumuruxatiba), foi coletada uma amostra de mangue (P-5), (17° 07’
11,68 S/ 39° 11’ 13,41 W) e uma no cordao arenoso (P-6), (17° 07° 01,15° S/ 39°
117 06,04> W) (Figura 9).
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Figura 9. Mapa de localizagdo geografica das amostras de Prado (Cumuruxatiba).

Na Antartica, as amostras de solo foram coletadas durante as Operagdes
Antarticas Brasileiras XXV (janeiro/fevereiro de 2007) e XXVI (fevereiro/marco de
2008) nas regides das Peninsulas Byers e Ponta Telefon; e Potter e Fildes,
respectivamente (Figura 10). Em Potter, foram coletadas trés amostras, a saber: amostra
P-7, correspondente a um solo ornitogénico antigo em Ponta Stranger, (62°15°35.03” S/
58°36°59.04°° W); amostra P-8, correspondente a um Regossolo coberto por algas na
praia/terraco marinho atual, (62°15°24.08° S/ 58°36’54.65° W); amostra P-9,
correspondente a um Regossolo ornitogénico de basalto/terrago soerguido,
(62°15°24.38>> S/ 58°37°23.14°> W). Na Peninsula Byers, coletou-se uma amostra em
Regossolo Gélico com algas na Ilha Livingstone (P-10), (62°39°37.82”° S/
61°05°34.98> W). Em Ponta Telefon, a amostra (P-11) foi coletada em area
caracterizada pela presenca de um solo ornitogénico que recebe sprays marinhos,
(62°15°26.62°° S/ 58°37°32.70°°W) e, em Fildes (P-12), a coleta foi realizada em local
de armazenamento de combustivel da Estagdo Antartica de Pesquisa Chinesa,

fortemente impactado, (62°13°11.32°* S/ 58°57°22.55”°W).

22



1T0000 370000
1 1

+
Sistema Universal Trangyersa de Mercator
Projecio WGS205e 215

2230000
'
+

+

2160000
!

Figura 10. Mapa de localizagdo geografica das amostras nas Ilhas do Arquipélago

Shetlands do Sul, Peninsula Antartica

4.2 Amostragem de Solos

Apos a selegdo e identificacdo das areas de amostragens, os solos foram
coletados em tubos de PVC (10 cm de didmetro x 15 cm de altura) em Fernando de
Noronha e Cumuruxatiba e em recipientes plasticos na Antartica. Apos a coleta, as
amostras foram imediatamente levadas ao laboratorio para estocagem em condigdes
ambiente. As analises quimicas, fisicas e respirométricas, foram realizadas a partir das
amostras compostas obtidas de quatros amostras simples para os solos de Fernando de
Noronha e Cumuruxatiba, e amostras simples para os solos da Antartica. Para as andlises
respirométricas e de solo, de Fernando de Noronha e Cumuruxatiba, as profundidades das
amostragens foram de 2 a 5 cm e 5 a 10 cm do tubo, respectivamente. Ja para os solos
Antarticos, as profundidades para as andlises foram de 0 a 10 cm para os pontos 7, 8, 9 e
12, 0 a3 e 10 a 20 cm para os pontos 10 e 11, respectivamente. A populagdo de
microrganismos psicrofilos da Antartica deve ter sofrido alguma redugdo durante a sua

manipulacdo no ambiente de 25°C.

23



4.3 Caracterizacdo quimica e fisica

Apos a coleta, as amostras dos solos (TFSA) foram acondicionadas em recipientes
plasticos, e conduzidas ao laboratério de andlises de solos da Universidade Federal de
Vigosa onde foram submetidas a caracterizagdo quimica e fisica.

Foram determinados pH em 4gua (1:2,5) por potenciometria, e acidez trocavel (Al
31, extraido com KCI 1 mol L™ e quantificado por titulometria com hidroxido de sodio
0,025 mol L! padronizado com biftalato de potassio (EMBRAPA, 1997). O fésforo, sodio
e potassio foram extraidos com o extrator Mehlich -1 e determinados por colorimetria para
fosforo (Braga & Defelipo, 1974) e fotometria de chama para sodio e potassio. Célcio e
magnésio foram extraidos com KCI 1 mol L e determinados por espectrofotometria de
absor¢do atdmica (Embrapa, 1997).

Na determinagdo dos teores de COT (Carbono e Nitrogénio Total), as amostras de
solo foram trituradas em almofariz e passadas em peneira de malha de 0,21 mm. COT foi
quantificado por oxida¢dao umida, empregando-se a solugdo de dicromato de potdssio em
meio 4cido, com fonte externa de calor (Yeomans & Bremner, 1988). O nitrogénio foi
determinado por meio da digestdo sulfurica, seguida de destilacdo Kjedahl (Bremner &
Mulvaney, 1982). A granulometria do solo foi determinada pelo método da pipeta, com
dispersdo do solo promovida pela agitagdo mecanica em alta rotagdo e meio alcalino
(NaOH 0,1 mol L-1), sem proceder a destruigdo prévia da matéria organica. As
densidades do solo e das particulas foram determinadas pelo método do anel volumétrico e
baldo volumétrico, respectivamente, ¢ a umidade equivalente pelo método da centrifuga

(Embrapa, 1997).

4.4 Reagentes quimicos

Solu¢des metandlicas de [C'*] naftaleno-benzeno, [C'*] fenantreno e [C']
benzo(a)pireno (uniformemente marcado), com atividade especifica de 31,3, 26,6 e 8,2
mCi mL ™, respectivamente, o coquetel de contagem em cintilagio liquida (Sigma High
Performance LSC Cocktail) e o hidroxido de potassio (KOH) foram obtidos da Sigma-
Aldrich Chemical Co. (Saint Louis, MO, EUA).
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45 Experimento de degradacdo de [C] naftaleno, [C''] fenantreno e [CY]
benzo(a)pireno
4.5.1 Aparato respirometrico

Os experimentos de degradacio de [C'] naftaleno, [C'*] fenantreno e [C'*]
benzo(a)pireno foram conduzidos num sistema respirométrico, previamente descrito por
Albuquerque (1995). O aparato consiste de: (1) uma fonte de ar comprimido; (2) um
sistema de captura de CO,, que visa tornar o ar que entra no sistema livre de CO,,
composto de uma armadilha seca (500 g de soda lime), (3) o compartimento das
amostras de solo, dotado de uma entrada de ar (livre de CO;) e uma saida de ar (por
onde o '*CO, liberado pode escapar e ser capturado em (4); e (4) um sistema de captura
de '*CO,, composto por armadilhas (uma para cada amostra de solo) contendo 25 mL de
solugdo de KOH 0,5 M, as quais capturam o "*CO, mineralizado de cada amostra de

solo. Abaixo, ilustra-se o esquema simplificado do aparato utilizado (Figura 11).

1 AR y o d J‘Vé > %
/a/ 2 Soda Ii”!_ﬁ":x - I

7

Figura 11. Esquema simplificado do aparato respirométrico.

4.5.2 Experimento de degradacéao

O experimento de degradacdo foi realizado no Laboratorio de Geoquimica do
Departamento de Solos da Universidade Federal de Vigosa, em Erlenmeyers
autoclavados com capacidade para 125 mL para os solos de Fernando de Noronha e
Cumuruxatiba, e 25 mL para os solos da Antartica, aos quais foram adicionados 10 g de

solo.
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Foram testados seis tratamentos, com trés repeti¢des de laboratorio cada um. Os
tratamentos consistiram de trés controles sem solo (1, 2 e 3) e trés tratamentos com solo
(4, 5 e 6): (1) tratamento contendo 0,175 pCi de [C'] naftaleno + 50 pL de diesel + 3
mL de 4gua esterilizada; (2) tratamento contendo 0,25 pCi de [C'*] fenantreno + 50 pL
de diesel + 3 mL de agua esterilizada; (3) tratamento contendo 0,5 pCi de [C']
benzo(a)pireno + 50 puL de diesel + 3 mL de agua esterilizada; (4) tratamento contendo
o solo + 0,175 pCi de [C'] naftaleno + 50 uL de diesel + 3mL de 4gua esterilizada; (5)
tratamento contendo o solo + 0,25 pCi de [C'*] fenantreno + 50 pL de diesel + 3mL de
agua esterilizada; (6) tratamento contendo o solo + 0,5 uCi de [C'*] benzo(a)pireno + 50
puL de diesel + 3mL de 4gua esterilizada. Os frascos contendo os tratamentos foram
conectados ao sistema respirométrico anteriormente descrito, e mantidos em
temperatura ambiente (22 +3°C) para os solos de Fernando de Noronha e
Cumuruxatiba, ¢ em atmosfera fria (5 £1°C), visando refletir as condi¢des do ambiente
antartico, para os solos da Antartica. O experimento foi conduzido separadamente para
cada hidrocarboneto. A adicdo do diesel ¢ indispensavel para ativacdo da comunidade
microbiana, que o usa como fonte de energia principal, uma vez que a quantidade de

substrato (contaminante) ¢ insuficiente, sendo este, co-metabilizado.

4.5.3 Coleta e analise das solucdes armadilhas de **CO,

Um mL da solugdo contida no sistema de captura de '*CO, de cada tratamento,
previamente homogeneizada através de fluxos continuos com micropipeta, foi recolhida
e acomodada em um vial de contagem do contador de cintilagao liquida, (LS 6800,
Beckman, EUA), hermeticamente fechado. O volume do sistema de captura de "co,
foi completado para 25 mL (com solu¢dao de KOH 0,5 M) e novamente ligado a sua
respectiva amostra de solo no sistema respirométrico. A cada 48 horas a solucdo de cada
sistema de captura de '*CO, foi totalmente renovada (25 mL de KOH 0,5 M) e a cada
120 horas, o sistema de armadilhamento de CO, foi renovado (500 g de soda lime).

No decorrer dos quinze dias de experimento, os intervalos foram aumentados
progressivamente 12 e 24 horas, conforme a intensidade de degradagdo observada. Para
a contagem das amostras radioativas, a cada ponto de amostragem (1mL da solugdo de
KOH 0,5 M coletada de cada sistema de captura de 14C02) foram adicionados 5 mL do
coquetel de cintilacdo liquida (Sigma High Performance LSC Cocktail), e a contagem
foi realizada no contador de cintilagdo liquida (LS 6800, Beckman, EUA). Os resultados

foram corrigidos para a eficiéncia de contagem (97,5%) e background do aparelho.
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Os resultados das curvas de percentagem de '* C evoluido como '* CO, foram
usados para interpretacdo dos potenciais de degradagdo dos diferentes solos e

contaminantes.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao quimica e fisica

Em relagdo a textura, os solos arenosos de Noronha mostraram predominancia
de areia grossa sobre as demais fragdes (Tabela 1), exceto em P2 (Praia de Sueste), em
que ocorre o unico manguezal em ilha oceanica Brasileira, com ambiente mais calmo,
de menor energia das ondas, onde se constatou maior porcentagem de areia fina, como
reportado por Marques et al., (2007). Os dados relativos ao equivalente de umidade
(EU) apresentaram relagao com os teores de argila e COT, sendo maior nos solos da

Antartica (0,082 a 0,260 kg kg™).

Tabela 1. Caracteristicas fisicas dos solos

Profun- AG AF Silte Argila Textura DS DP Equiv.
didade Umidade

M e, W s, .kgdm=®. kgkg™

P 1 - Praiado Ledo (Fernando de Noronha)
2-05 77 21 O 2 Areia 159 2,66 0,035
P 2 - Baia Sueste (Fernando de Noronha)
2-05 46 52 O 2 Areia 141 2,66 0,059
P 3 - Praia Atalaia (Fernando de Noronha)

2-05 93 5 0 2 Areia 1,73 2,94 0,023
P 4 - Baia e Porto Santo Antdnio (Fernando de Noronha)
2-05 56 43 0 1 Areia 153 2,73 0,035
P 5- Manguezal Arenoso (Cumuruxatiba - BA)

5-10 0 95 2 3 Areia 1,33 2,63 0,054
P 6 - Corddo arenoso (Cumuruxatiba - BA)

5-10 6 92 O 2 Areia 1,44 2,66 0,040

P 7 - Regossolo Ornitogénico antigo (Potter - Antartica)
Franco
0-10 54 18 14 14 arenoso 1,51 2,56 0,114

P 8 - Regossolo coberto por algas (Potter - Antéartica)
0-10 66 28 2 4 Areia 128 2,7 0,151

P 9 - Regossolo Ornitogénico (Potter - Antartica)
Areia
0-10 65 24 1 10 franca 1,11 2,63 0,120

P 10 - Regossolo Gélico coberto por algas (Byers- Antartica)
Franco
0-03 49 14 22 15 arenoso 1,25 2,46 0,260

P 11 - Ponta Telefon - Antartica
Areia
10-20 78 4 7 11 franca 152 27 0,082

P 12 - Estagdo Chinesa (Fildes - Antartica)
Franco
0-10 51 8 28 13 arenoso 1,33 281 0,153
AG = areia grossa; AF = areia fina; DS = densidade do solo; DP =
densidade da particula
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A quantidade de agua retida no solo determinada pelo equivalente umidade
aproxima-se da capacidade de campo, em solos de regides temperadas, com presenca
predominante de argilas de atividade alta (Cassel & Nielsen, 1986). Nos solos
caracteristicos das regides tropicais e umidas, o critério classico, que fixa o potencial
matricial da capacidade de campo em -33 kPa, deve ser alterado para potenciais
maiores, da ordem de -10 a -6 kPa (Reichardt, 1988). Em fun¢do da proximidade de
fontes de dgua doce (Antartica, Cumuruxatiba) e do regime de chuva (Noronha), ndo
sdo esperadas limitagdes hidricas ao crescimento microbiano em nenhum dos
ambientes.

Nos solos do litoral da Bahia, a areia fina predominou com mais de 92 % das
fragoes, diferenciando-se assim dos solos costeiros de Noronha. Apenas no manguezal
arenoso (Cumuruxatiba, foz do Rio do Peixe) foi constatada a ocorréncia de silte, mas
nao de areia grossa, corroborando com ambiente mais acumulador, de menor energia.

Nos solos da Antartica, foi constatada grande variagdo das fragdes
granulométricas, com teores de argila variando de 4 a 15 %, silte de 1 a 28 % (Tabela
1) e grande predominio de areia grossa, caracteristica tipica dos solos antarticos, que sdo
normalmente muito cascalhentos ¢ arenosos (Simas et al, 2007). A maior parte da
fracdo areia, neste caso, ¢ constituida de minerais primarios, ricos em nutrientes, em

fungdo da origem vulcanica dos locais amostrados no estudo (Schaefer et al., 2004).
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Tabela 2. Caracteristicas quimicas dos solos

Profun-  pH P K Na ca”™ Mg®™ AF H+Al SB ®) ) Vv m ISNa P-rem COT NT
didade

3

cm H,O - mgdm 2 cmol dm ®-eceees [ mg dm

-dag kg ™ -

P 1 - Praiado Ledo (Fernando de Noronha)
2-05 860 210 67 18992 091 o097 00 00 10,31 10,31 10,31 1000 0,0 80,09 4950 0,13 0,04
P 2 - Baia Sueste (Fernando de Noronha)
2-05 839 220 125 32851 156 1,80 0,0 0,0 1799 1799 17,99 100,0 0,0 79,39 40,60 0,26 0,01
P 3 - Praia Atalaia (Fernando de Noronha)
2-05 844 161 118 18259 116 157 00 00 10,97 10,97 10,97 1000 00 72,37 3810 0,26 0,01
P 4 - Baia e Porto Santo Antdnio (Fernando de Noronha)
2-05 830 219 60 1758,8 0,79 0,65 0,0 0,0 9,24 9,24 9,24 1000 0,0 82,76 28,00 0,26 0,01
P 5 - Manguezal Arenoso (Cumuruxatiba - BA)
5-10 834 166 176 19011 285 335 00 00 1492 1492 1492 1000 00 5540 4940 0,38 0,06
P 6 - Corddo Arenoso (Cumuruxatiba - BA)
5-10 843 174 144 41595 158 225 00 0,0 22,28 22,28 2228 1000 0,0 81,17 39,70 0,26 0,02
P 7 - Regossolo Ornitogénico antigo (Potter - Antartica)
0-10 57 5996 185 3551 496 473 06 99 11,7 12,28 216 542 47 12557 30,5 1,61 0,07
P 8 - Regossolo coberto por algas (Potter - Antartica)
0-10 518 2377 615 3873 398 352 00 32 10,75 10,75 1395 771 0,0 15,66 51,10 3,23 0,05
P 9 - Regossolo Ornitogénico (Potter - Antartica)
0-10 535 558 108 391,3 0,63 044 20 9,1 3,05 507 12,15 251 39,8 33,56 20,70 4,52 0,72
P 10 - Regossolo Gélico coberto por algas (Byers- Antartica)
0-03 7,43 12662 455 4355 0,95 10,40 0,0 4,3 14,4 14,4 18,7 77,0 0,0 13,15 - 6,85 0,12
P 11 - Ponta Telefon - Antartica
10-20 539 938 625 4395 255 300 26 7,0 9,06 1166 16,06 56,4 223 16,39 38,10 0,65 0,03
P 12 - Estacdo Chinesa (Fildes - Antartica)
0-10 8,11 56,1 134 2848 1679 366 00 00 22,03 2203 2203 100 00 562 3420 0,52 0,01

f pH em agua - 1:2,5. P e K: extrator Mehlich 1. H+AL: extrator acetato de Calcio 0,5 M, pH 7,0. Ca e Mg, extraidos com KCI 1 mol L. SB: soma de bases. CTC;:
Capacidade de Troca Cati6nica Efetiva. CTCr: Capacidade de Troca Cati6nica a pH 7,0. V: indice de saturagdo de bases. m: indice de saturagdo de Al
COT: Carbono Organico Total. NT: Nitrogénio total por destilagdo Kjedahl. P-rem: Fosforo remanescente. ISNa: Indice de saturagdo de sodio.



Os solos de Noronha mostraram acentuada similaridade em suas caracteristicas
quimicas (Tabela 2), com pH elevado (8,30 - 8,60) ¢ com teores de Na trocavel
elevados, fato atribuido a proximidade do mar e ao aporte de sais. Os teores de COT
(Carbono Orgéanico Total) foram baixos em relagdo a solos de ambientes arenosos (0,13
- 0,26 dag kg), como reflexo do ambiente de praia, onde ndo ocorre coloniza¢io
vegetal, sendo a matéria organica possivelmente proveniente de restos decompostos de
algas e zooplancton, que sdo rapidamente mineralizados. Os teores de fosforo
disponivel foram relativamente altos em relacdo a solos tropicais, na faixa de 16 - 22 mg
dm>, e os de Nitrogénio Total foram baixos para todos os solos estudados.

Os solos de ambiente costeiro do sul da Bahia (Cumuruxatiba) apresentaram
caracteristicas semelhantes aos solos de Noronha, com teores elevados de Na, o que
contribui para dispersdo das argilas (Corréa et al., 2003), e teores de P disponivel entre
16,6 - 17,4 mg dm™, mas com teores de K mais elevados que os de Noronha. Esse
resultado ¢ condizente com a maior riqueza em Feldspatos Potédssicos € Micas nos
sedimentos costeiros do litoral brasileiro, minerais raros ou ausentes em Noronha,
caracterizado pela presenca de praias cujos sedimentos tém origem vulcéanica. Os teores
de COT do litoral da Bahia foram baixos, mas o solo de mangue arenoso, ambiente mais
conservado ¢ com menor energia das ondas, apresentou valor maior que os demais
(Noronha).

Os solos da Antartica apresentaram ampla variacdo de pH (5,18 - 8,11), como
reflexo de sua formagdo e dos aportes biogénicos (Tabela 2). Na area de solo derivado
de rocha vulcanica, em Fildes, proxima a Estagao Chinesa, os teores de nutrientes sao
elevados, mas com valores de P que ndo indicam aportes ornitogénicos. Nos solos desta
area, foram observados sinais visiveis de contaminacdo por hidrocarbonetos de petréleo
originados dos tanques de armazenamento de diesel.

No outro extremo, um solo arenoso e acido (P8), com forte contribuicdao
organica de algas (3,23 % COT) e pH acido (5,18), associa-se a forte cheiro de enxofte,
indicando oxidacdo de sulfetos, proveniente de algas marinhas, gerando acido sulftrico
e levando a acidificacdo do solo. Neste solo, assim como em todos os demais da
Antartica, ndo ha limitagdo de nutrientes, com teores de P elevados (com ampla
variagdo - 55 a 1260), com destaque para a area P10, fortemente ornitogénico. Os teores
de K ¢ Na sdo também elevados, mas ndo indicam salinidade. O Al trocavel variou

desde nulo até valores (2 a 2,6 cmol. dm™), acompanhando a acidez ativa dos solos. Os
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teores de COT foram altamente variaveis, desde baixos e tipicos da Antartica (0,52 dag

kg em P12, solo contaminado de Fildes) até 6,85 dag kg™ em solo organico de Byers.

5.2 Degradacéo de Naftaleno
5.2.1 Solos do Brasil

Os experimentos de degradacdo foram realizados com a camada superficial dos
solos, onde ¢ esperada maior atividade microbiana e o impacto de um derramamento ¢
mais pronunciado. Todos os tratamentos foram mantidos em condigdes Otimas de
umidade.

Os pontos P5 e P6 (Cumuruxatiba) representam solos tipicos do litoral brasileiro
(Neossolo Quartzarénico Marinho), onde se esperam que os impactos de derramamentos
de 6leo no mar e deriva litoranea sejam bem mais freqiientes e significativos que em
Noronha, onde as praias sdo abertas ao oceano, com maior dispersdo (Figura 12). Isso
pode explicar as maiores taxas de degradacao nestes pontos, com destaque para P5, que
apresenta também menor Indice de Saturagdo por Soédio e maior Nitrogénio Total e
Carbono Organico Total entre os solos do litoral brasileiro objeto deste estudo. Esses
fatores possivelmente favorecem a manuten¢do de uma comunidade microbiana mais
ativa e apta a responder mais prontamente a presenga de compostos organicos, incluindo
HPA’s. Reconhece-se que a degradacdo de hidrocarbonetos, incluindo a que ocorre em
ambientes costeiros, ¢ limitada pela disponibilidade de nutrientes minerais,

principalmente N e P (Leahy & Colwell, 1990).
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Figura 12. Mineraliza¢do de [C'*] naftaleno nos solos da Praia do Ledo (P1), Baia
Sueste (P2), Praia Atalaia (P3) e Porto de Santo Antonio (P4), de Fernando
de Noronha, Manguezal (P5) e Cordao Arenoso (P6), de Cumuruxatiba-BA,
contaminados com [C14] naftaleno e diesel, durante incubagdo a temperatura
ambiente (18 a 25° C) durante 15 dias. Os pontos representam as médias de
trés repeti¢des, descontadas as médias do controle sem solo (substrato). **: p
<0,01.

Mesmo apresentando caracteristicas quimicas semelhantes, nos solos de
Noronha, a degradagao de naftaleno foi maior em P6. Esse dado pode indicar diferenca
na comunidade microbiana entre os solos. Podemos inferir que a contaminacdo em
Cumuruxatiba ¢ mais recorrente que em Noronha, o que leva ao estabelecimento de uma
comunidade mais adaptada a degradar os hidrocarbonetos. Ainda que lentamente
algumas populagdes aptas a degradarem naftaleno se estabelecam, isso ndo significa que
essas populagdes sao as mais aptas em degradar esse contaminante. No caso de
Cumuruxatiba, 4rea marinha rasa, mais sujeita a contaminacdo recorrente, levou
possivelmente ao estabelecimento de uma comunidade contendo, entre outros membros,

aqueles com maior potencial de mineralizagdo desses contaminantes.

5.2.2 Solos da Antartica

Houve diferenca significativa entre a taxa de degradagdo do do '*C-naftaleno no
solo do ponto P12 - Fildes (10,28 % do '*C-naftaleno adicionado) e as dos demais
pontos de amostragem. Nos solos dessas 4reas a degradacio variou entre 0 e 1% do '*C-

naftaleno adicionado (Figura 13). A maior degradacdo em P12 (solo proximo a
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Estacao Chinesa) nao pode ser explicada pela maior disponibilidade de C ou nutrientes,
ja que este foi o solo que apresentou os menores valores de COT e de P em comparagao
com os demais solos da Antartica, e o pH mais elevado (8,11) (Tabela 2). Este solo foi
selecionado por apresentar contaminagao por combustiveis derivados de petroleo, onde
estdo presentes os tanques de combustiveis da Estacdo Chinesa. Infere-se portanto que a
maior degradacdo de naftaleno no solo P12 esta relacionada com o processo de sele¢ao
de populagdes microbianas eficientes em utilizar essa fonte de carbono e,
possivelmente, outros hidrocarbonetos, sendo as mesmas potenciais candidatas para a
remediacdo de outros ambientes similares da Antértica, a exemplo dos resultados
obtidos por Albuquerque et al (2006) e Luz et al. (2006).

Os solos proximos as estagdes de pesquisa da Antéartica estdo sujeitos a
contaminag¢do pelos hidrocarbonetos, ja que 6leo diesel e outros derivados do petrdleo
sdo intensamente utilizados como fontes de energia nestas areas, aumentando o risco de
derramamentos durante seu processo de transporte, armazenamento e manipulagao

(Ruberto et al., 2005).
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Figura 13. Mineralizacdo de [C'*] naftaleno nos solos de Potter (P7, P8 e P9), Byers
(P10), Ponta Telefon (P11) e Fildes (P12) - 4rea contaminada com diesel, da
Antartica, contaminados com [C'*] naftaleno e diesel, durante incubacdo a 5°
C durante 15 dias. Os pontos representam as médias de trés repetigdes,
descontadas as médias do controle sem solo (substrato). **: p <0,01.
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A contaminagdo por HCs no ambiente antartico ainda ¢ pouco conhecida e
controversa. Embora Oliveira et al. (2007) nao tenha detectado concentragdes de
naftaleno superiores a 1,19 ng.g” de solo seco nos ambientes terrestres da Baia do
Almirantado, outros trabalhos mostram que os aportes HCs na area parecem ter
aumentado consideravelmente. Martins et al. (2004) detectaram naftaleno em
concentragdes de até 42,8 ng.g”' (matéria seca) em amostras de sedimento provenientes
da Baia do Almirantado. Isto indica que o crescimento da atividade de pesquisa na area
pode levar a alteragdes ambientais que comprometem as comunidades de organismos ali
presentes. O estudo do potencial de degradagdo de areas impactadas com HCs e o
estabelecimento de programas de monitoramento na regido, tornam-se, portanto, de
grande importancia para a preservacdo do ecossistema existente na Baia do
Almirantado.

A capacidade de adaptagdo dos microrganismos a ambientes sob condigdes
extremas, como baixa temperatura, pH elevado, congelamento sazonal, dessecagao,
salinidade alta, irradiacdo continua (alta ou baixa) e longos periodos de escuriddo
(Vincent et al., 2004; Moorhead et al., 2005), torna-os de grande importancia para o
homem, dado a sua potencial aplicacdo biotecnoldgica no tratamento de residuos
gerados por atividades antropicas. Tais informagdes sao fundamentais e permitirdo a
adocdo de medidas preventivas capazes de minimizar os prejuizos causados ao meio
ambiente pelo aporte de HCs nos solos antarticos.

Foi observada degradacao baixa ou negligivel nas demais amostras, ou seja, nao
houve diferenca entre as contagens de material radioativo presente nas amostras
coletadas durante o periodo de incubacdo do experimento. As contagens (desintegracdes
por minuto) das amostras que apresentaram valores acima do valor de referéncia do
equipamento de medi¢do, foram atribuidas a alguma perda do composto por
volatilizacdo (1,59 %), as quais foram subtraidas pelo frasco controle (sem solo). Nestes
locais, assim como nos demais do Continente Antartico, o impacto causado pelo homem
¢ baixo, o que confere menor exposi¢do aos HCs e, conseqlientemente, a auséncia de
pressdo de selecdo de populagdes microbianas aptas a degradarem esse grupo de
contaminantes. Mesmo nao havendo limitacdo de nutrientes minerais nos solos da
Antartica (Tabela 2), a degradagdo foi baixa ou negligivel. Estes resultados
demonstram inequivocadamente que a degradagdo de naftaleno, nesses ambientes,
depende ndo apenas da disponibilidade de nutrientes minerais, mas também da

existéncia de populagdes microbianas efetivas em utilizar o contaminante.
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Neste sentido, estudos de Aislabie et al. (2001) relataram que solos ndo
contaminados por HCs da Ilha James Ross exibiram niimero baixo de bactérias capazes
de utilizar estes poluentes como fonte nutricional, resultados que ndo foram comparados
ao presente estudo, mas que corroboram com os resultados que demonstram baixa
degradacao de naftaleno em solos antarticos pristinos incluidos neste estudo. Ja
Albuquerque et al. (2006) relataram aumento de degradagdo com inoculos de material

isolado de solos antérticos onde se evidenciou potencial de degradagao.

5.3 Degradacao de Fenantreno

O solo do Manguezal Arenoso de Cumuruxatiba-Ba (P5) apresentou uma fase
lag (fase de adaptacio metabodlica da curva de emissdo de '*CO,) muito curta (3 dias),
comparativamente a solos do Porto de Santo Antonio (P4) e do Cordao Arenoso de
Cumuruxatiba (P6), de quase 11 dias (Figura 14). O solo P5 foi também o que
apresentou maior degradagdo de naftaleno nos solos do Brasil (Figura 12), sendo
ambos os resultados atribuidos ao menor valor de Indice de Saturac¢io por Sodio e aos
maiores teores de Nitrogénio Total e Carbono Organico Total. A maior degradagdao em
P6, comparativamente as areas P1, P2 e P3 ndo parece ser devida a fatores nutricionais
(Tabela 2), mas sim a selegdo de populagdes com potencial para usar esse
contaminante, ja que a incidéncia de contaminacdo com HC's em Cumuruxatiba deve
ser muito maior que em F. de Noronha. Um novo ensaio inoculando-se os solos de
Fernando de Noronha com o solo de P6 de Cumuruxatiba deve contribuir para se

confirmar essa hipotese.
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Figura 14. Mineralizagdo de [C''] fenantreno nos solos da Praia do Ledo (P1), Baia
Sueste (P2), Praia Atalaia (P3) e Porto de Santo Antonio (P4), de Fernando
de Noronha, Manguezal (P5) e Cordao Arenoso (P6), de Cumuruxatiba-BA,
contaminados com [C'] fenantreno e diesel, durante incubacdo a
temperatura ambiente (18 a 25° C) durante 15 dias. Os pontos representam as
médias de trés repetigdes, descontadas as médias do controle sem solo
(substrato). **: p <0,01.

Nao houve diferenca no comportamento degradativo dos solos de Potter (P7 e
P8) ¢ Ponta Telefon (P11), e suas taxas foram baixas (Figura 15). Esses solos
apresentam pH acido e NT baixo, acompanhado de uma exposi¢ao supostamente
inexistente aos HCs, o que diminui a possibilidade de uma adaptag@o microbiana.

As taxas de degradacdo de fenantreno foram em geral maiores nos solos do
Brasil do que nos da Antartica. Como nao ha limitagcdo de nutrientes minerais nos solos
estudados da Antartica e as condigdes climdticas ndo afetaram a degradacdo de
Naftaleno, poder-se-ia especular que populagdes microbianas aptas a degradar esse
contaminante sejam representadas por poucos individuos, ou por individuos cuja
capacidade catalitica seja intrinsicamente baixa. Tal explicagdo ¢ plausivel para o
comportamento de P12, que mostrou a maior taxa de degradacdo de naftaleno, mas nao

de fenantreno.
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Tabela 3. Massa molecular e propriedades fisico-quimicas dos contaminantes (adaptado

de Lima (2001)).
HPAs N° de anéis M.M. P.F. P.E. [ Log Carc. P
(°C) (°C) (mg.L-1) Kow (Torr a 20°C)
Naftaleno 2 128 80 218 30 3,37 NC 4,92 x 10°
Fenantreno 3 178 101 340 1,29 4,46 NC 6,8 x 10
Benzo(a)pireno 5 252 179 496 3,8x10° 6,04 FC 5,0 x 107

M.M. - massa molecular; P.F. - ponto de fusdo; P.E. - ponto de ebulicdo; C® - solubilidade em agua; Ko, -
coeficiente de particdo octanol-agua; P. - pressdo de vapor; NC - ndo carcinogénico; FC - fortemente

carcinogénico.

As taxas de degradacdo de fenantreno foram menores em comparacdo as do

naftaleno, que possui menor peso molecular ¢ maior solubilidade (Tabela 3). A menor

solubilidade das moléculas afeta a biodisponibilidade e, consequentemente, a degradacado

de fenantreno, tanto em solos do Brasil quanto nos solos antarticos em particular. Além

disso, o fenantreno possui maior nimero de anéis aromaticos (trés) do que o naftaleno

(dois), sendo que a taxa de degradagcdo de HPA's ¢ inversamente proporcional ao nimero

de anéis da molécula (Nishigima, 1999).
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Figura 15. Mineralizagdo de [C'*] fenantreno nos solos de Potter (P7, P8 ¢ P9), Byers
(P10), Ponta Telefon (P11) e Fildes (P12) - area contaminada com diesel, da
Antartica, contaminados com [C'*] fenantreno e diesel, durante incubacdo a
5° C durante 15 dias. Os pontos representam as médias de trés repeti¢des,
descontadas as médias do controle sem solo (substrato). **: p <0,01.
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5.4 Degradacéo de Benzo(a)pireno

A semelhanga do fenantreno, a maior degradagio de benzo(a)pireno nos solos do
Brasil ocorreu na area PS5 (Manguezal de Cumuruxatiba), fato que reforga a hipotese
nutricional, onde, possivelmente, a escassez de nutrientes minerais desfavorece o
crescimento microbiano e, conseqiientemente, a biodegradacdo nos solos das demais
areas (Figura 16). Novamente, a maior degradagdo em P6 (Cumuruxatiba),
comparativamente as areas P1, P2, P3 e P4 (Fernando de Noronha), ndo pode ser
atribuida a fatores nutricionais (Tabela 2). Esse resultado ¢ um indicio da presenga de
populagdes mais eficientes em utilizar esse contaminante na area que possivelmente
recebe contaminagdo mais freqiiente por combustiveis (P6-Cumuruxatiba) do que as

areas mais pristinas de Fernando de Noronha.
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Figura 16. Mineralizacdo de [C"] benzo(a)pireno nos solos da Praia do Ledo (P1), Baia
Sueste (P2), Praia Atalaia (P3) e Porto de Santo Antonio (P4), de Fernando
de Noronha, Manguezal (P5) e Cordao Arenoso (P6), de Cumuruxatiba-BA,
contaminados com [C'*] benzo(a)pireno e diesel, durante incubacio a
temperatura ambiente (18 a 25° C) durante 15 dias. Os pontos representam as
médias de trés repetigdes, descontadas as médias do controle sem solo
(substrato). **: p <0,01.

As taxas de degradagdo de benzo(a)pireno seguiram o mesmo comportamento de
fenantreno, porém em menor escala, pois o benzo(a)pireno ¢ ainda menos soluvel do

que o fenantreno, e possui maior peso molecular. Corroborando com a hipdtese de uma
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baixa populagdo microbiana apta a degradar este contaminante nas areas pristinas da
Antarctica, a amostra P12, contaminada 6leo diesel, novamente apresentou os valores
mais elevados de degradagdo de benzo(a)pireno, assim como também observado com
naftaleno (Fig. 13) e fenantreno (Fig. 15).

As amostras foram incubadas por um periodo de tempo relativamente curto. Em
teoria, o prolongamento deste periodo de exposi¢do poderia resultar num incremento da
degrada¢do dos HCs, em fun¢do do aumento do periodo de adaptagdo, permitindo a
selecdo e multiplicacdo de microrganismos capazes de utilizar o contaminante. Kanaly
et al. (1997), utilizando amostras de solo sem histérico de contaminagdo que foram
artificialmente contaminados com mistura de [C'*] benzo(a)pireno e petroleo,
observaram que durante os primeiros cinqlienta dias de incubagdo ndo houve
mineralizacdo do HPA, sendo que somente nos cem dias seguintes de exposi¢do foi
verificada atividade de biodegradacdo, com 50% do material radiativo mineralizado no

final de cento e cinqiienta dias.
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Figura 17. Mineralizacio de [C'*] benzo(a)pireno nos solos de Potter (P7, P8 ¢ P9),
Byers (P10), Ponta Telefon (P11) e Fildes (P12) - 4rea contaminada com
diesel, da Antartica, contaminados com [C'*] benzo(a)pireno e diesel,
durante incubagdo a 5° C durante 15 dias. Os pontos representam as médias
de trés repeti¢gdes, descontadas as médias do controle sem solo (substrato).
¥ p<0,01.

Guardadas as devidas precaugdes quanto as diferencas climaticas e de dindmicas

costeiras em cada localidade, fatores que interferem diretamente na velocidade de
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degradacao dos compostos organicos em ambientes marinhos e, conseqiientemente, na
concentragdo dos mesmos em sedimentos, os resultados analiticos obtidos para as
regides estudadas podem ser comparadas com as demais regides do planeta. As taxas de
degradagdo de fenantreno e benzo(a)pireno foram menores do que a do naftaleno, que
possui menor peso molecular e maior solubilidade. A menor solubilidade das moléculas
afeta a sua biodisponibilidade e, consequentemente, a degradacdo de fenantreno e
benzo(a)pireno no solos antarticos.

A volatilizacdo do naftaleno foi, como esperado, maior do que a do fenantreno e
do benzo(a)pireno (1,59% nos solos da Antartica e 1,69% nos solos de Cumuruxatiba e
Noronha). Naftaleno sublima facilmente a temperatura ambiente (HSDB, 1999), seguida
de fenantreno (0,22% nos solos da Antartica e 0,58% nos solos de Cumuruxatiba e
Noronha) e benzo(a)pireno (0,15% no solos da Antartica e 0,41% nos solos de
Cumuruxatiba e Noronha), determinados pelos respectivos brancos.

Apesar dos solos da Antartica serem provenientes de areas onde ha acimulo de
neve no inverno e o experimento ter sido realizado a temperatura de +£5°C, a degradacdo
de naftaleno nido so6 ocorreu, como revelou-se com maior valor entre os solos estudados.
Esse resultado ¢ atribuido, dentre outros fatores, a maior disponibilidade de nutrientes
nos solos da Antartica e, no solo da area P12, a presenca de populacdes microbianas
capazes de utilizar os contaminantes estudados, representadas por maior niimero de
individuos, resultante da contaminacdo recorrente por Oleo diesel dos tanques de

combustivel da Estagdo Chinesa.
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6. COMENTARIOS FINAIS

Os resultados deste trabalho demostram que os microrganismos presentes nos
solos em estudo, onde nao houve impacto conhecido de derramamento de 6leo, ndo
foram capazes de degradar eficientemente os hidrocarbonetos naftaleno, fenantreno e
benzo(a)pireno, nas condigdes experimentais testadas.

Experimentos conduzidos sem alteracdo da temperatura das amostras resfriadas, no
momento da montagem dos experimentos, no caso dos solos da Antartica, poderiam
representar a composi¢do microbiana mais real, j4 que o curto periodo de preparo a

temperatura ambiente deve ter suprimido a populagdo psicrofila.
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