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Resumo

A agua de producao (AP) é um efluente de composicdo complexa e variada
proveniente da extracdo de petréleo. Visando avaliar o potencial de crescimento e
fitorremediagdo da AP pela grama de marismas Spartina alterniflora, esta planta
foi cultivada em algumas concentragdes deste efluente para determinar sua
sensibilidade e, posteriormente, ser quantificada sua capacidade de alterar a
composi¢cao quimica da AP em um experimento piloto. Propagulos de S.
alterniflora foram cultivados por sete semanas em vasos com AP salina bruta
(concentracdo salina = 30 g NaCl L") e diluida em &gua destilada. Foram
utilizadas 20 repeti¢coes para cada uma das seguintes concentragdes: 100%, 80%,
50%, 30% e 10% AP e solucdo salina controle (10 g NaCl L' — na qual o
crescimento da planta é 6timo). As sobrevivéncias diferiram significativamente
entre os tratamentos (Chi-quadrado post hoc Log Rank). As sobrevivéncias em
30% AP e 10% AP (ambas 75% de sobrevivéncia) foram significativamente
superiores que em 100% AP (35% de sobrevivéncia). As biomassas médias de
raizes em 50% AP, 30% AP e 10% AP (116,3 - 151,6 mg) foram significativamente
maiores (ANOVA post hoc LSD) do que no controle (39,5 mg). Ja as biomassas de
brotos produzidos em 30% AP e 10% AP (102,9 e 99,8 mg) foram
significativamente maiores que em 80% AP e controle (25,7 e 28,4 mg). Estes
resultados demonstraram a viabilidade de cultivar S. alterniflora em AP. O melhor
desempenho de S. alterniflora cultivada em AP diluida (10% AP e 30% AP) em

relacdo ao controle sugere que, uma vez diluidos os poluentes da AP, os



XI

nutrientes dissolvidos neste efluente podem sustentar um crescimento vigoroso
desta planta. No segundo experimento, propagulos de S. alterniflora foram
cultivados durante 21 dias em galées (n = 5) com 50 L de AP diluida a 30%
(concentragdo salina = 10 g NaCl L") e as alteragdes nas concentragdes de N-
NH," e 6leos e graxas (O&G) no efluente foram comparadas com galdes controle,
sem a presenca de plantas. Foi também avaliado o acumulo de N nos diferentes
tecidos de S. alterniflora. Ao final do experimento, a concentracdo de N-NH4" foi
significativamente menor (ANOVA medidas repetidas) nos galées com S.
alterniflora (49 mg L' contra 60 mg L' do controle). Entretanto, em ambos os
tratamentos ocorreram semelhantes oscilagées temporais na concentracao de N-
NH,",com magnitudes maiores do que diferenca final entre os tratamentos,
sugerindo que a microbiota exerceu uma maior influéncia sobre o nitrogénio
amoniacal do que a presenca da planta. S. alterniflora, contudo, acumulou N em
seus tecidos, sendo a maior concentracdo nos brotos e a menor nas folhas
mortas, demonstrando sua capacidade de absorver e acumular este nutriente. A
concentracao de O&G nao apresentou diferenca significativa entre os tratamentos,
mas sua reducdo, na primeira semana, foi mais acentuada no tratamento
contendo S. alterniflora. Sao levantadas hipéteses sobre a influéncia da planta no
crescimento da microbiota, além dos efeitos da temperatura, pH e da microbiota
na reducdo do N-NH," e na degradacgéo dos O&G.

Palavras-chave: sobrevivéncia; crescimento; petréleo; nitrogénio; éleos e graxas;
Spartina.
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Abstract

Produced water (PW) is an oil industry wastewater with a complex and variable
composition. Aiming to evaluate Spartina alterniflora growth and phytoremediation
potential on PW this plant species was grown in several PW concentrations to
determine its sensitivity and later its ability to modify PW composition, quantified in
a pilot experiment. S. alterniflora propagules were grown for seven weeks is glass
vessels (2.5 L) with raw and diluted saline PW (salt concentration = 30 g NaCl L ™).
Twenty repetitions with the following concentrations have been used: 100%, 80%,
50%, 30% and 10% PW, plus a saline control solution (10 g NaCl L™"). Survival has
been significantly affected by PW concentrations (Chi-square post hoc Log Rank).
Survival rates in 30% PW and 10% PW (both 75%) were significantly higher than in
100% PW (35%). Root mean biomass of plants cultivated in 50% PW, 30% PW
and 10% PW (116.3-151.6 mg) were significantly higher (ANOVA post hoc LSD)
than those in control (39.5 mg). Sprouts mean biomass of 30% PW (102.9 mg) and
10%PW (99.8 mg) plants were significantly higher than 80% PW plants (25.7 mg)
and control (28.4 mg). Results demonstrated the viability of growing S. alterniflora
in PW. Higher survivals and growth rates in 10% PW and 30% PW concentrations
than in control suggest that once the toxic components of PW are diluted its
nutrients are able to sustain S. alterniflora growth. In the following experiment S.
alterniflora propagules were grown during 21 days in vessels (n = 5) containing 50
L of 30% AP (salt concentration = 10 g NaCl L"). Changes in N-NH,* and O&G

contents of this diluted PW were compared with control vessels without plants. N
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uptake by distinct plant parts was also evaluated. After 21 days the N-NH," mean
concentration in the vessels with plants (49 mg L") was significantly lower than in
control (60 mg L"). However this difference was smaller than the range of temporal
oscillations of N-NH4" occurring through out the experiment in both treatments,
suggesting that microorganisms had a stronger influence over ammoniacal
nitrogen concentration than the plant itself. Thereafter, S. alterniflora accumulated
N, with higher N content in the sprouts and lower in the dead leaves showing its
capacity to absorb and accumulate this nutrient. Although O&G concentration
showed no significant differences between treatments the O&G reduction in the
first week of cultivation was stronger in the treatment with S. alterniflora.
Hypotheses about the plant influence over the microorganisms growth and
temperature and microorganisms effects on N-NH,* and O&G concentrations were

also raised.

Keywords: survival; growth; oil; nitrogen; oil & grease; Spartina.
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INTRODUGCAO GERAL



Introducao Geral

A agua de producao (AP; em inglés: “produced water”, “formation water” ou
“oilfield brine”) é um efluente complexo da industria do petréleo, composto por
agua de formacao (agua do mar naturalmente presente no reservatorio), agua
injetada no poco para manutencdo da pressdo de extracdo do 6leo e fluidos
diversos utilizados durante o processo de extracdo (Neff, 2002). Este efluente
contém concentracdes variadas de sais inorganicos, elementos tragco, como
metais pesados e radionuclideos naturais, hidrocarbonetos dispersos e
dissolvidos, além de quimicos adicionados na separagao agua/6leo e na linha de

producéo (Utivik, 1999; Neff, 2002; OGP, 2005).

A medida que ocorre uma diminui¢do do volume de 6leo no pogco mais agua
€ injetada para aumentar a pressdo necessdria para a extragdo, fazendo variar o
volume de agua de produgdo trazida a superficie com o tempo de vida do
reservatorio. Em algumas situacées o volume de AP pode exceder o volume de
6leo (Stephens et al., 2000), chegando, em casos extremos, a ser até dez vezes
maior (Campos et al., 2002). Esta 4gua residual gera um enorme volume de
efluente para as industrias petroliferas ao redor do mundo (Stephenson, 1992;
CAPP, 2001; Neff 2002), acarretando em custos substanciais para seu tratamento

(Neff, 2002).

Segundo a OGP (2005), em torno de 17 milhdes de metros cubicos de agua

sao produzidos diariamente em plataformas offshore ao redor do mundo. Na Bacia



de Campos, o principal pélo nacional de producao de petréleo, sao gerados cerca
de 3600 metros cubicos de AP por dia (Freire et al., 2001). Segundo a GESAMP
(1993), estimativas de 1990 apontam que cerca de 47000 toneladas ano” de
hidrocarbonetos sejam langcadas no oceano, oriundos de descarte de agua de

producéo.

Os 0leos e graxas (O&G) sao abundantes na AP. A concentracao de O&G
na AP pode chegar a mais de 200 mg L™ (Neff, 2002); no estado de Wyoming
(EUA), as concentragbes de O&G encontradas em 4&guas de producgéo
descartadas em banhados podem variar de 2,2 a 54,2 mg L (Ramirez Jr., 2002).
No Brasil, o limite estabelecido pela resolugdgo CONAMA 357/2005 (Brasil, 2005)
para o despejo de efluentes é de no maximo 20 mg O&G L, concentragdo
bastante restritiva quando comparada a de outros paises produtores de petrdleo

(Neff, 2002).

Apesar das propriedades fisico-quimicas deste efluente variarem
consideravelmente (Veil et al., 2004; OGP, 2005), os sais inorganicos sao um de
seus principais constituintes (OGP, 2005), com a maioria das APs produzidas
offshore apresentando salinidade superior a da agua do mar (35 g NaCl L),
chegando, em casos extremos & superar 300 g NaCl L"; por outro lado, a

salinidade de algumas aguas de producgao pode ser proxima de zero (Neff, 2002).

Os niveis de amoénia presente na AP nao tratada podem ser muito altos. No
Golfo do México, variam de 14 a 246 mg L' (Veil et al., 2005) mas, de acordo com

Neff (2002), sua concentracdo neste efluente pode variar de <0,1 a 650 mg L. A



aménia forma-se durante a degradacdo bacteriana de compostos organo-
nitrogenados, durante a formacao ou armazenamento da dgua de produgao e, por
ser altamente tdxica para os organismos, esta deve ter sua concentragdo reduzida
antes do lancamento do efluente no ambiente (Neff, 2002). A Resolugdo CONAMA
357/2005 (Brasil, 2005) estabelece o limite de 0,4 mg L™ de aménia para despejo
em aguas salgadas ou salobras onde haja recreagdo e de 5 mg L™ também para
estas aguas, porém quando utilizadas apenas para navegacao. As concentracoes
de nitrato e nitrito geralmente sdo pequenas na agua de producao (Myers et al.,

2001).

Outros aspectos quimicos que tornam o despejo de AP um problema
ambiental sdo a DBO e a concentracao de sulfetos. A DBO em APs varia de 80 a
mais de 11000 mg L' (Veil et al, 2005), sendo o limite estabelecido pela
Resolugdo CONAMA 357/2005 (Brasil, 2005) de 5 mg L™". A concentragdo média
de sulfeto (H2S) em AP, segundo a OGP (2005) é de 140 mg L. Badarg-Pedroso
(1999) encontrou concentragdes de sulfeto na ordem de 80 mg L' em uma AP
proveniente de petréleo brasileiro, em Sdo Sebastido. Conforme a Resolucao
CONAMA 357/2005 (Brasil, 2005) a concentracao de sulfeto para despejo no

ambiente deve ser inferiora 0,3mg L.

No Brasil, como em outros paises onde se explora petréleo no oceano, a
maior parte da AP recebe um pré-tratamento e é descartada em mar aberto onde,
segundo alguns pesquisadores, € rapidamente diluida (Utvik, 1999; Veil et al.,

2004; OGP, 2005). O tratamento mais tradicional em plataformas faz-se com



separadores agua/dleo, seguido de descarte no mar ou disposicdo através de
emissarios submarinos, quando na zona costeira. A injegdo desta agua em pogos
desativados ou para manutencdo de pressdao em pogos ativos também &

comumente realizada (GESAMP, 1993)

Parte desta AP, no entanto, é transportada por navios tanque misturada ao
6leo até os terminais aquaviarios no litoral (Neff, 2002), onde o petréleo é
armazenado temporariamente antes de seguir para as refinarias. Nos terminais
aquaviarios a AP deve ser separada do Oleo antes do refino e passa a ser um
efluente que pode apresentar riscos ambientais (Henderson et al.,, 1999;
Washburn et al., 1999; Stephens et al., 2000; Holdway, 2002; OGP, 2002; Thomas

et al., 2004; Durell et al., 2006; Tollefsen et al., 2006; Lu et al. 2006).

A avaliagdo dos riscos associados ao descarte de AP ainda gera
controvérsias (Gray, 2002; Ekins et al., 2007). Estudos indicam que em ambientes
de baixa energia podem ser observados efeitos sobre a comunidade aquatica e,
offshore, mesmo com o efluente sendo rapidamente diluido, os riscos nao sao
irrelevantes (GESAMP, 1993). A fim de mitigar possiveis danos a organismos
marinho-costeiros a AP deve passar por um sistema de tratamento eficiente, que

acaba por envolver custos mais altos.

Avangos recentes na tecnologia de tratamento de AP sugerem o uso de
tanques com macrofitas emergentes (Myers et al, 2001), ou seja, a
fitorremediacao do efluente. Ji et al. (2007) encontraram alta eficiéncia na reducao

da DQO, da DBO e na remocao de nitrogénio de AP utilizando um sistema de



banhado construido colonizado com macroéfitas (‘reed’, nome cientifico nao

mencionado; provavelmente Phragmites australis).

O termo fitorremediagdo (do grego phyto = planta + remediacdo =
tratamento) designa o uso de plantas para o tratamento de aguas ou solos
contaminados, envolvendo tanto processos bioldgicos, quanto quimicos e fisicos.
Inclui-se ai, portanto, o tratamento de efluentes através de banhados construidos,
um método eficiente e de baixo custo (Knight et al., 1999; Cheng et al., 2002). Um
dos desafios para a fitorremediacdo da AP, no entanto, é a usual alta
concentracao de NaCl deste efluente (Freire et al., 2001), levando a necessidade
da utilizacao de macrdfitas tolerantes ao sal.

A espécie vegetal Spartina alterniflora Loisel. € uma macréfita emergente
dominante de marismas, ocorrendo em planos entremarés de estuarios ao longo
de boa parte da costa leste do continente americano (Costa & Davy, 1992). Esta
espécie é altamente adaptada a flutuacdes na salinidade e possui certa resisténcia
ao 6leo (Lin & Mendelsohn, 1996; Smith & Proffit, 1999; Lin et al., 2002a), ja tendo
inclusive sido utilizada para a recuperacdo de planos lamosos e marismas
afetados por derramamentos de 6leo (Bergen et al., 2000; Vitaliano et al., 2002).

S. alterniflora, além de assimilar compostos nitrogenados e ter sua
capacidade fotossintética estimulada por este nutriente (Dai & Wiegert, 1997),
auxilia na degradacéao de hidrocarbonetos de petréleo (Lin et al., 2003). Possui um
tecido esponjoso que forma um sistema de vasos comunicantes, conhecido por

aerénquima, que é capaz de oxigenar o substrato no qual a planta esta



estabelecida. Desta forma a planta pode ainda auxiliar na degradacao de diversos
compostos sensiveis as condigdes fisico-quimicas e estimular também a

degradacao microbiana destes.

OBJETIVOS

Este trabalho visou 1) avaliar a capacidade de S. alterniflora sobreviver e
crescer em diferentes concentracbes de AP salina gerada em um terminal da
Transpetro e 2) analisar o potencial de utilizagdo desta planta em um sistema

hidropénico de fitorremediagéo deste efluente.



Capitulo 2

SOBREVIVENCIA E CRESCIMENTO DA GRAMA DE
MARISMAS Spartina alterniflora LOISEL. CULTIVADA EM

AGUA DE PRODUCAO DE PETROLEO SALINA



Introducao

A &gua de producao (AP), também conhecida como agua produzida, € uma
mistura complexa da agua que é co-produzida com o petréleo. Esta contém
concentracdes variaveis de sais inorganicos, elementos traco, tais como metais
pesados e radionuclideos naturais, hidrocarbonetos dissolvidos e aditivos usados
durante a extracdo do petréleo (Stephenson, 1992; Oliveira & Oliveira, 2000;

CAPP, 2001; Neff, 2002; OGP, 2005; Dorea, 2007).

O volume de AP € o maior dentre os efluentes resultantes das atividades de
exploracao e producao do petréleo (Stephenson, 1992; Utvik, 1999; Sirivedhin &
Dallbauman, 2004; Veil et al., 2004; Al-Masri, 2006; Lu et al., 2006) e enormes
volumes séo gerados por todo o mundo (Lin, 1999; Veil et al., 2004; CAPP, 2001;
Neff, 2002; OGP, 2005). O volume de AP trazida a superficie depende da
tecnologia de extracdo, caracteristicas do reservatério e da fase de extracao do
6leo. Em alguns casos o volume de AP pode exceder em dez vezes o volume de
6leo produzido (Stephenson, 1992; Campos et al., 2002; OGP, 2005). Esta agua
deve ser separada do 6leo antes do refino (Neff, 2002) e apds a separacao esta
geralmente é injetada em um pogo ou descartada em &guas superficiais apos

tratamento (Lin, 1999; Utvik, 1999; CAPP, 2001; Neff et al., 2006).

Isoladamente, muitos constituintes da AP sao toxicos para varios
organismos (Peterson et al., 1996; Henderson et al., 1999; Neff, 2002; OGP, 2002;
Thomas et al., 2004; Durell et al., 2006; Tollefsen et al., 2006; Lu et al., 2006).

Também ja foram encontradas respostas crbnicas e agudas em organismos
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marinhos (peixes, larvas de invertebrados e misidaceos) expostos a AP
(Washburn et al., 1999; Stephens et al., 2000; Raimondi & Boxshall, 2002; Elias-
Samlalsingh & Agard, 2004). Entretanto, os potenciais efeitos negativos do
lancamento de AP em 4guas costeiras e oceanicas ainda sdo controversos (Gray,

2002; Ekins et al., 2007).

E possivel que a AP ndo represente riscos & vida marinha quando
descartada longe da costa e que seus efeitos nocivos sejam percebidos apenas
proximos ao ponto de despejo (Girling, 1989; Reed & Lewis, 1994; Stramgren et
al., 1995; Odeigah et al., 1997; Negri & Heyward, 2000; Gray, 2002; Holdway,
2002; Jerrez Vegueira et al., 2002). Entretanto, processos de bioacumulacao e
biomagnificacdo podem ocorrer quando AP é descartada em aguas costeiras-
rasas com baixa hidrodinamica (Neff, 2002), particularmente nas proximidades de
banhados e outros habitats colonizados por vegetais superiores que incorporam
compostos téxicos tanto da coluna d’agua quanto do sedimento. Portanto, €
necessario que se conheca a toxicidade da AP para os organismos de banhados
costeiros e que se desenvolvam maneiras eficazes de tratar este efluente a fim de

evitar impactos ambientais nos locais de despejo ao longo da costa.

O tratamento da AP geralmente possui etapas fisicas, quimicas e bioldgicas
e é um dos procedimentos mais onerosos para a industria do petréleo (Curtice &
Dalrymple, 2004). Um método alternativo poderia ser a fitorremediagao através da
utiizacdo de banhados construidos que, quando comparados aos métodos

tradicionais, apresentam menor custo (Knight et al., 1999; Gratdo, 2005). Porém,



11

as usuais altas salinidades deste efluente impdéem dificuldades de tratamento,
especialmente para as etapas biologicas (Campos et al., 2002). A fim de
desenvolver um sistema de fitorremediagcédo eficiente, plantas tolerantes ao sal

devem ser selecionadas.

Embora o uso de banhados para a reducao da carga toxica da AP ja tenha
sido reportado (Anonymous, 1997; Canning, 1998; Knight et al., 1999; Myers et al.,
2001; Ji et al., 2007), as espécies utilizadas assim como as respostas destas a
exposicdo a AP ndo foram especificadas. Além disso, ndo foram encontrados
durante a revisdo bibliografica estudos a respeito da toxicidade letal da AP a

vegetais superiores de marismas.

Spartina alterniflora (macega-mole), haldfita amplamente distribuida nas
regides costeiras do continente americano (Costa & Davy, 1992), ja foi utilizada na
restauracdo de marismas impactadas por derrames de petréleo (Bergen et al.,
2000; Vitaliano et al., 2002). Apesar de respostas de S. alterniflora a contaminacao
por petréleo ja terem sido estudadas (DelLaune et al.,, 1984; Lin e Mendelsohn,
1996; Lindau et al., 1999; Smith & Proffit, 1999; Pezeshki et al., 2000; Pezeshki, et
al., 2001; Lin et al., 2002a; Lin et al., 2002b; Lindau, et al., 2003), ainda nao é
conhecida a viabilidade desta planta em crescer em AP e seu potencial para
tratamento deste efluente. Este trabalho, por conseguinte, objetiva avaliar a
sobrevivéncia e o crescimento de S. alterniflora cultivada em hidroponia, sob
diferentes concentracbées da AP salina. Este procedimento € essencial para

posterior avaliacao do potencial de uso desta haléfita na fitorremediacao da AP.
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Materiais e Métodos

Montagem do experimento

Propagulos de S. alterniflora foram coletados em uma marisma no
municipio de Rio Grande — RS (32°02'37” S; 52°04°09” W), em uma &rea de 8 m?
para reduzir a variabilidade genética. Os propagulos contendo uma haste (colmo)
com 2 - 4 folhas e fragmentos de rizoma e raizes foram individualizados, plantados
em uma mistura de areia fina e composto organico (1:1) dentro de bandejas
plasticas de 0,3 m? onde foram mantidos por um més em casa de vegetacdo
(estufa) ndo-climatizada. Apéds este periodo, 120 plantas saudaveis medindo entre
20 - 55 cm (37,5 £ 0,9 cm; média * erro padréao) foram cuidadosamente retiradas
das bandejas e individualmente alocadas em hidroponia, em vasos de vidro de 3
L. Os vasos continham 2,5 L de seis diferentes concentracbes de AP salina
proveniente do Terminal Almirante Soares Dutra ‘TEDUT’, localizado em Osoério
(RS).

Foi utilizada uma haste por vaso (réplica), cada qual encaixada em uma
bbia de isopor para rede de pesca, tamanho 2. Em cada haste, no limite entre a
base da bainha das folhas e o primeiro n6 de onde partiam as raizes, foi enrolada
frouxamente uma fita plastica com 0,5 cm de largura e 15 cm de comprimento,
para manter pressao entre a haste e a boia, evitando que a planta se soltasse da
béia e afundasse no liquido, mantendo assim apenas as raizes submersas.

A AP utilizada foi coletada de um tanque ‘maracana’ contendo uma mistura

de quatro variedades de petréleo. O percentual e a densidade de cada variedade
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de petréleo contido no tanque, assim como as concentracdoes de nitrogénio e
enxofre dos dois tipos mais expressivos (em percentagem do volume total) foram
fornecidos pelo TEDUT (Tab. 1). As concentracdes de 6leos e graxas (O&G), NaCl
e nitrogénio amoniacal dissolvido da AP eram de, respectivamente, 120 mg L™, 30

gL'e381mgL™.

Tabela 1. Variedades de petréleo presentes no tanque de onde foi retirada a agua
de producado de petroleo salina para o cultivo de S. alterniflora. A concentracao
relativa e a densidade de cada variedade de petr6leo no tanque, assim como as
concentragcoes de nitrogénio (N) e enxofre (S) das duas variedades mais

representativas sao apresentadas. A densidade da mistura foi de 24,7 °API.

Variedade de % no Densidade do N (% em S (% em
Petréleo tanque 6leo (°API) massa) massa)
Marlin P-33 78.5 20.5 0.47 0.09
Qua Iboe 10.2 36.6 0.74 0.23
Bonny Light 6.1 - - -
Roncador 59 ) ) )
Brasil

Fonte: Terminal Almirante Soares Dutra ‘TEDUT".

As seguintes concentragdes de AP foram utilizadas: 100%, 80%, 50%, 30%,
10% e 0%. As diluicbes foram obtidas com a adicdo de agua destilada. Ao
tratamento sem AP (controle) foram adicionados 10 g NaCl L™ para garantir uma

condicao de salinidade, na qual S. alterniflora apresenta crescimento 6timo (entre
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5 e 10 g NaCl L; Bradley & Morris, 1992; Cunha et al., 2005; USDA, 2000) e
permitir comparagdes entre o controle e os tratamentos com AP salina. As
concentragoes iniciais de O&G, NaCl e nitrogénio amoniacal dissolvido para cada
tratamento sdo apresentadas na Tabela 2. Cada tratamento foi repetido 20 vezes.
Semanalmente foram adicionados 20 ml de solugédo nutriente padrdo Hoagland
(Hoagland, 1920 apud Bannister, 1976) em cada réplica e o volume evaporado foi
reposto com agua destilada para manutengao da salinidade inicial.

AplGs sete semanas as partes aéreas vivas (hastes + folhas vivas, que, a
partir deste momento seréo tratados apenas como ‘folhas vivas’), folhas mortas,
raizes e brotos foram separadas, secas a 60 °C por 72 horas e pesadas. As
médias das temperaturas maxima e minima na casa de vegetacdo foram de,

respectivamente, 11.5 £ 0.5 °C e 30.7 + 1.1 °C (média * erro padrao).
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Tabela 2. Concentragdes iniciais de 6leos e graxas (O&G), NaCl e nitrogénio
amoniacal dissolvido (N-NH4;* + N-NH3") estimados para cada tratamento —

concentracao — de agua de produgéao de petrdleo salina.

Tratamento

Componente
Controle  10% AP  30% AP 50% AP 80% AP 100% AP

08G (mg L) 0 12 36 60 96 120
NaCl (g L) 10 3 9 15 24 30
N-NH," + N- 0 38 114 191 305 381

NH3* (mg L-1)

Anadlise dos dados

Sobrevivéncia

Curvas de sobrevivéncia de S. alterniflora foram geradas a partir do ajuste
de polinbmios de segunda ordem para o percentual de sobrevivéncia de cada
tratamento, em intervalos de dez dias; todos r* obtidos foram maiores do que 0,95.
A sobrevivéncia final foi comparada entre os tratamentos pelo teste de Chi-
quadrado, considerando um nivel de significancia de 0,05 (Kleinbaum, 1996). Uma
vez que foram encontradas diferencas significativas nas sobrevivéncias entre os
tratamentos, foram efetuadas comparagdes par-a-par usando o teste de Log-Rank

para duas amostras, a um nivel de significancia de 0,01 (Kleinbaum, 1996).
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Crescimento

Diferencas nas biomassas de folhas vivas, folhas mortas, raizes e brotos,
entre os tratamentos, foram testadas por Analise de Variancia e o teste a posteriori
de Fisher - LSD foi utilizado quando encontradas diferencas significativas entre os
tratamentos, ao nivel de significancia de 0,05 (Sokal & Rohlf, 1981). As
normalidades e homogeneidade das variancias foram verificadas pelos testes de
Kolmogorov-Smirnov e Levene, respectivamente (Zar, 1984), considerando, para
ambas, um nivel de significancia de 0,05. Para atingir a normalidade todos os

valores de biomassa sofreram transformacao logaritmica na base 10.

Resultados

Sobrevivéncia

A sobrevivéncia de S. alterniflora (Fig. 1) foi afetada de maneira significativa
pelas concentracdes de AP (Chi-quadrado = 12,2; p < 0,05). Ap6s 30 dias, a curva
de sobrevivéncia das plantas cultivadas em 100% AP, que apresentavam 50% de
sobrevivéncia, era marcadamente diferente das demais, que apresentavam
mortalidade inferior a 20%. Apds sete semanas de experimento, comparagdes par-
a-par pelo teste de Log-Rank apontaram diferencas significativas entre a baixa
percentagem de sobrevivéncia das plantas no tratamento com 100% AP (35% de
sobrevivéncia) e as percentagens de sobrevivéncia das plantas cultivadas em 30%

AP e 10% AP; ambas alcancando 75% de sobrevivéncia.
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A sobrevivéncia das plantas no controle (55%) nao foi significativamente
diferente das sobrevivéncias das plantas cultivadas nas diferentes concentracoes
da AP. Apesar da auséncia de diferencas significativas, as plantas em 30% AP e
10% AP alcangaram sobrevivéncias 36% maiores do que as plantas no controle,
enquanto para as plantas cultivadas em 100% AP a sobrevivéncia foi 63% menor

do que as plantas do controle.

100 o= = — —

80

60 &—¢ 100% AP a )
A - — ‘A 80% AP ab
40 @-ceeeeee ® 50% AP ab
O—--— 30% AP b
20 N=-=-=-A10%AP b
@G—¢ Controle ab

Sobrevivéncia (%)

0 | | l l |
0 10 20 30 40 50
Tempo (dias)
Figura 1. Curvas de sobrevivéncia comparando o desempenho de S. alterniflora
em seis concentracdes de agua de producdo (AP). As sobrevivéncias nas

concentracoes de AP com as mesmas letras minusculas nao apresentaram

diferencas significativas apos sete semanas de cultivo.
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Crescimento

Os valores médios de todos os componentes da biomassa das plantas no
tratamento 100% AP foram similares aos do tratamento 80% AP. O reduzido
tamanho amostral em 100% AP (devido a baixa sobrevivéncia), resultou em um
maior erro-padrdo das médias de biomassa e conseqlente auséncia de diferengas
significativas entre plantas cultivadas em 100% AP e nas concentragbes
médias/baixas de AP (50% AP, 30% AP e 10% AP).

Apls sete semanas de cultivo, as biomassas médias de folhas vivas e
folhas mortas ndo apresentaram diferenca significativa (ANOVA, p > 0,05) entre os
tratamentos (Fig. 2A, 2B). Contudo, as plantas cultivadas em concentracoes
médias/baixas de AP (50% a 10% AP) apresentaram biomassas médias de raizes
e brotos significativamente maiores (ANOVA, LSD, p < 0,05) do que as cultivadas
no controle e nos tratamentos 80% AP e 100% AP (Fig. 2C, 2D). As biomassas
médias de raizes em 50% AP e 30% AP foram, nesta ordem, 160% e 180%
maiores que em 80% AP, assim como 70% e 290% maiores que no controle. Com
excegdao do controle, a biomassa de brotos aumentou com a redugdo na
concentracao de AP. A biomassa média de brotos em 30% AP e 10% AP foram,
respectivamente, 300% e 280% superiores a das plantas em 80% AP, assim como

foram 270% e 260% superiores a do controle.
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Figura 2. Efeito da concentracdo de agua de producdo nas biomassas aérea de

folhas vivas (A) e mortas (B), de raizes (C) e de brotos (D) de S. alterniflora, ap6s

sete semanas em cultivo hidropbnico. Sao apresentadas as médias com as barras

verticais mostrando o erro-padrao. Nao foram observadas diferengas significativas

nas biomassas de folhas vivas (A) e mortas (B). Médias com as mesmas letras

mindsculas sdo estatisticamente iguais.
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Discussao

A grama de marisma S. alterniflora apresentou uma alta tolerancia a AP
salina, visto que sua sobrevivéncia e crescimento nao foram inibidos em
concentragcées de AP menores do que 80%, quando comparados com uma
solucao controle sem AP.

No entanto, quando cultivadas em AP bruta (100% AP), contendo 120 mg
L' de O&G, metade das plantas morreu em um intervalo de 30 dias. Esta
sobrevivéncia pode ser utilizada como uma estimativa do TL50 (tempo letal
mediano) da AP para S. alterniflora. Durante a revisao bibliografica ndo foram
encontrados estudos apresentando a toxicidade letal de AP sobre vegetais
superiores. No entanto, comparando este TL50 com concentragdes letais (CL50) e
de efeito (CES50 - concentragdes que afetam o crescimento), em uma revisao feita
por Neff (2002), S. alterniflora apresenta maior resisténcia a AP que a grande
maioria dos organismos marinhos revisados. Parte desta resisténcia pode ser
explicada pelo fato das hastes e folhas das plantas utilizadas no experimento néo
terem ficado em contato direto com a AP. Lin & Mendelssohn (1998)
demonstraram que tanto S. alterniflora quanto S. patens possuem alta
sensibilidade ao contato do petrdleo com suas partes aéreas, o que impossibilita a
troca gasosa.

Diversos autores (Freire et al., 2001; Myers et al., 2001; Neff, 2002)
enfatizam que a composicdo quimica da AP é bastante variavel e, portanto, é

necessario cautela ao fazer comparacdes entre os testes de toxicidade. A
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concentracdo de O&G no presente estudo (120 mg L), por exemplo, apresentou
um valor intermediario entre as concentragdes encontradas na literatura, que

variaram de 11 2283 mg L (Tab. 3).

Tabela 3. Variagdo na concentragdo de dleos e graxas (O&G) na agua de

producédo proveniente de diferentes locais.

Local 0&G (mg L) Referéncia
Campo de petréleo de Placerita
(Santa Clarita, Califérnia, EUA). 11259 Doran et al. (1998)
Quatro plataformas de petréleo no 33 2 58 Utivk (1999)

Mar do Norte (Mar do Norte).

Planta de tratamento de agua de
producao no campo de petréleo 32a130 Lu et al. (2006)
de Shengli (leste da China).

Reserva de petroleo N® 3 do
Depto. de Energia Naval dos EUA 49 a 216 Myers et al. (2001)
(Wyoming, EUA).

Bacia de Campos (Brasil) 32 a 283 Freire et al. (2001)

Bacia de Campos (Brasil) 200 a 240 Campos et al. (2002)

Embora a AP seja um produto distinto do petréleo cru, proveniente do
processo de extracdo deste, ambos apresentam potencial toxico, sendo o éleo o

constituinte mais marcante da AP (Neff, 2002). Lin & Mendelsssohn (1996)
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reportaram que S. alterniflora apresentou menor mortalidade e seu crescimento foi
menos afetado do que o de S. patens quando ambas foram expostas a variedade
de petroleo ‘South Louisiana Crude’. Em um experimento em casa de vegetacao
realizado por DelLaune et al. (2003), S. alterniflora nao apresentou mortalidade
quando plantada em solos contaminados por 2 L de 6leo m? das variedades
‘South Louisiana Crude’ e ‘Arabian Medium Crude’, entretanto, S. patens
apresentou alta mortalidade quando exposta pelo mesmo periodo (um més) as
mesmas variedades e concentracdo de Oleo. Esta concentracdo de petréleo
utilizada por DeLaune et al. (2003) seria equivalente & 6,7 mg L', mais baixa do
que a concentracdo de O&G em 10% AP utilizada, onde S. alterniflora também
apresentou baixa mortalidade, reforcando a afirmagdo de que esta espécie é
resistente a contaminacgao por petroleo.

Além dos O&G, outros compostos reconhecidamente toxicos estao
presentes na AP. Chumbo, cromo e niquel estdo entre os metais mais comumente
encontrados, mas suas concentracdes variam dependendo do local de extracao
(Henderson et al., 1999; Holdway, 2002). Estudos prévios, contudo, demonstram a
alta tolerancia de S. alterniflora a metais pesados, explicada parcialmente por sua
habilidade em imobilizar estes elementos pela oxidagcdo na rizosfera, promovida
pelo transporte de ar rico em oxigénio pelo tecido aerenquimatico (Lacerda et al.,
1997) e também por sua capacidade de absorver metais, como revisado por Weis
& Weis (2004).

A tolerancia de S. alterniflora a salinidade, poluicao por petréleo e metais

pesados pode ser muito util para o tratamento de areas contaminadas por
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derrames de 6leo, assim como para o tratamento de efluentes contaminados por
6leo, como a AP. Tais sistemas de tratamento, além de apresentar custo reduzido
quando comparados aos tradicionais, podem ainda gerar retorno econémico a
partir da utilizacao da biomassa de S. alterniflora produzida (Qin et al., 1998).

A AP diluida estimula o crescimento de S. alterniflora. Um incremento de
uma a trés vezes no desenvolvimento de brotos e raizes foi observado em baixas
concentracoes de AP (10% AP e 30% AP) quando comparadas ao controle (sem
AP) e as altas concentracdes (80% AP e 100% AP). Lin et al. (2002a) também
encontraram estimulo de crescimento em S. alterniflora na presenga de baixas
concentracoes de Oleo, entretanto, o experimento destes autores foi realizado em
solo. Estes observaram que em solo contaminado com 7 mg de 6leo diesel n® 2
por grama de solo, apds trés meses de experimento em casa de vegetacao, a
biomassa subterrédnea de S. alterniflora foi 42% mais alta do que no controle sem
6leo. Ji et al. (2007), avaliando a eficiéncia de um banhado construido de fluxo
superficial com Phragmites (‘reed’, nome especifico ndo mencionado) para o
tratamento de AP, concluiram que nos banhados irrigados com AP a biomassa
total de plantas foi de 5 a 20% maior do que nos banhados irrigados com agua de
um rio. Estes autores também concluiram que a irrigacdo com AP teve impactos
positivos na producdo de biomassa (g de peso seco m?), mas ndo ocorreram
diferencas significativas em relacdo ao controle.

A concentracdo de nitrogénio amoniacal dissolvido da AP utilizada neste
experimento é a provavel responsavel pelo estimulo no crescimento de S.

alterniflora, uma vez que o nitrogénio € um nutriente em alta demanda por esta
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espécie. Em outros estudos foi observado que a fertilizagdo de S. alterniflora com
compostos nitrogenados ocasiona marcados incrementos na taxa de crescimento
da planta (Mendelssohn, 1979; Howes et al., 1986; Dai & Wiegert, 1997).

O fato de S. alterniflora desenvolver mais brotos e raizes nos tratamentos
10% AP e 30% AP que no controle pode estar diretamente ligado a concentragao
de N total presente AP quando comparada a concentragédo total deste elemento
que foi adicionada semanalmente a cada réplica de cada tratamento. A cada
semana foram adicionados apenas 1,2 mg N em cada vaso com 2,5 L efluente e
no controle, resultando em uma dose acumula de cerca de 0,5 mg N L™, valor
bastante inferior ao encontrado na menor concentracdo de AP (10% AP) utilizada,
contendo 38 mg N L.

Os resultados deste trabalho demonstram que propagulos vegetativos de S.
alterniflora sdo capazes de crescer em agua de producao de petrdleo salina, pois,
uma vez diluidos os componentes tdxicos, os nutrientes contidos neste efluente
podem sustentar um crescimento vigoroso da planta. Estudos adicionais sao
necessarios para avaliar o potencial uso desta espécie para a fitorremediacao de

AP.
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Capitulo 3

AVALIACAO DO POTENCIAL DE USO DA GRAMA
HALOFITA Spartina alterniflora LOISEL. PARA A
FITORREMEDIACAO DE AGUA DE PRODUCAO DE

PETROLEO SALINA.
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Introducao

A agua de producédo (AP) é um efluente da extracdo de petrdleo que
consiste de agua de formacdo (dgua naturalmente presente no reservatério) e
fluidos utilizados durante o processo de extragdo, principalmente anticorrosivos,
além de agua do mar injetada no pogo para manutencao da pressao (Neff, 2002).
A maior parte da agua de producéo extraida offshore é lancada em oceano aberto
(Clark, 2001), porém uma fragao significativa é trazida ao litoral misturada ao 6leo
(Neff, 2002). Em locais de extracdo em terra este efluente também é produzido
(Veill et al., 2004). Nos pocos de extragcdo continentais, assim como nos terminais
que recebem o 6leo produzido no oceano, a AP deve ser tratada quanto a
concentracdes variadas de 6leo e outros componentes toxicos antes de langada
ao meio.

O tratamento da AP é feito tradicionalmente por meios fisico-quimicos (Neff,
2002) e € extremamente oneroso para as industrias (Curtice & Dalrymple, 2004).
Avancgos recentes na tecnologia de tratamento de AP sugerem o uso de tanques
com macrofitas emergentes como um método de baixo custo/beneficio para a
reducao do seu potencial téxico (Myers et al., 2001).

Banhados construidos colonizados por macroéfitas removem poluentes por
uma variedade de processos fisicos, quimicos e bioldgicos, com as macrofitas
agindo diretamente pela assimilacdo/sequestro dos poluentes nos seus tecidos
e/ou disponibilizando superficie e um ambiente favoravel para que

microorganismos reduzam a concentracdo destes poluentes (Brix, 1993).
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Recentemente, Ji et al. (2007) encontraram alta eficiéncia na reducao da DQO, da
DBO e na remoc¢ao de nitrogénio de agua de produgédo de petroleo utilizando um
sistema de banhado contruido colonizado com macrdéfitas, no entanto a salinidade
do efluente, assim como a espécie utilizada, ndo sdo mencionadas.

A usual alta salinidade deste efluente representa um desafio para seu
tratamento biolégico (Freire et al., 2001), levando a necessidade da utilizacdo de
macrofitas tolerantes ao sal.

Entre as espécies de macrdéfitas com potencial para utilizagdo em banhados
construidos e sujeitas a salinizagdo de seus solos, encontra-se a grama Spartina
alterniflora, hal6fita nativa de marismas e manguezais ao longo de grande parte do
continente americano (Costa & Davy, 1992). Esta planta, além de tolerante ao sal,
habita areas naturalmente alagaveis, resistindo a longos periodos de inundagao
por agua salgada (Mendelssohn & Morris, 2000)

S. alterniflora é capaz de crescer em areas entremarés contaminadas por
6leo (Lin & Mendelsohn, 1998; Bergen et al., 2000; Vitaliano et al., 2002). Lin et al.
(2003) demonstraram em mesocosmo que essa planta é capaz de fitorremediar
sedimentos contaminados por petrdleo cru n? 2. Recentemente, também foi
demonstrado que S. alterniflora apresenta tolerancia a AP (Capitulo 2).

O crescimento de S. alternifora em marismas e manguezais é
frequentemente limitado pela disponibilidade de nitrogénio (Smart & Barko, 1980),
sendo esta espécie capaz de translocar quantidades significativas de N de partes
senescentes para partes mais jovens (Morris, 1980), diminuindo assim a

devolugdo deste elemento para o meio no qual cresce. Quando maiores
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concentracoes de nitrogénio sao observadas, particularmente nitrogénio
amoniacal, S. alterniflora tanto acumula ativamente este elemento em seus tecidos
como também cresce vigorosamente (Valiela et al., 1973).

Consequientemente, a habilidade que S. alterniflora possui de utilizar
compostos nitrogenados (Mendelsohn, 1979; Dai & Wiegert, 1997), aliada a sua
tolerancia a salinidade e a hidrocarbonetos (Pezeshki et al., 2000), sugerem a
possibilidade de sua utilizagdo em banhados construidos para o tratamento de
efluentes salinos ricos em nitrogenados, oriundos da industria do petroleo, como,
por exemplo, agua de producgao.

A fitorremediacdo da AP com S. alterniflora € promissora (Capitulo 2) e a
utilizagcdo da biomassa vegetal gerada pode acarretar oportunidades de retorno
econdmico (Licht & Isenbrands, 2005). Fujita (1981) demonstrou que apés 48 dias
de digestdo cada grama de biomassa de S. alterniflora pode gerar 0,26 L de
biogas com uma composicdo de 72% de metano. Qin et al. (1998) enumeram
varias outras possibilidades de utilizacdo da biomassa de S. alterniflora, como
para a producdao de farmacos (flavonodides, imunoestimulantes, etc.) e dos
residuos vegetais para o cultivo de cogumelos sobre um substrato composto por
detritos desta espécie.

Neste trabalho o potencial da grama de marisma S. alterniflora em reduzir a
concentracao de nitrogénio (nitrogénio amoniacal dissolvido, nitrato e nitrito) e de
6leos e graxas (O&G) da agua de producéao de petréleo salina foi avaliado através

de um experimento hidropénico em mesocosmo.
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Materiais e Métodos

Montagem do experimento

Propagulos vegetativos de S. alterniflora foram coletados em uma marisma
natural na llha do Terrapleno (32°02'37” S, 52°04'15” W), localizada no municipio
de Rio Grande (RS). As plantas foram levadas para uma estufa ndo climatizada,
individualizadas (hastes com fragmentos de rizoma e raizes) e transplantadas
para bandejas contendo composto organico comercial e areia de praia (1:1). Estas
plantas permaneceram nas bandejas durante um més, sendo regadas
periodicamente com 4gua de torneira. Apds este periodo as folhas mortas e brotos
foram retirados e 150 hastes saudaveis, medindo entre 20 - 50 cm (34,3 £ 0,9 cm;
média + erro padréo) foram selecionadas para a montagem do experimento.

Utilizou-se 10 recipientes plasticos com volume individual de 60 L. Em
todos os recipientes foram adicionados 35 L de agua destilada. Em cinco destes,
foram colocadas bandejas de isopor tipo ‘semeadeiras’, cada qual contendo 30
plantas de S. alterniflora. Nos outros cinco tanques foram colocadas apenas as
bandejas, sem as plantas, como controle de artefato. Foram utilizadas bandejas
‘semeadeiras’ de 200 ‘células’, que foram cortadas para que ficassem com 99
‘células’ (9 x 11), e uma area de 0,3 x 0,37 m (0,111 m?. As hastes de S.
alterniflora foram encaixadas nos orificios das ‘células’ de forma alternada, com
uma ‘célula’ de espacgo entre as mesmas, para minimizar a competi¢cao por luz.

As bandejas flutuavam na superficie da agua dos tanques. As plantas foram

acomodadas nas bandejas de forma que suas raizes ficassem dentro da agua e
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suas folhas acima da superficie. Apés 10 dias de aclimatacdo das plantas em
hidroponia, o volume de agua destilada evaporada foi reposto e foram adicionados
15 L de AP salina (32 g NaCl L") em cada um dos recipientes, totalizando
volumes individuais de 50 L. Esta propor¢cdo de 30% de agua de producao foi
utiizada devido ao crescimento étimo de S. alterniflora nesta concentracao
observada em um experimento prévio de tolerancia a AP (Capitulo 2).

A AP utilizada no experimento foi obtida no Terminal Almirante Soares
Dutra (TEDUT — Osorio, RS). Esta agua foi drenada de um tanque onde fica
armazenada toda a agua misturada ao petréleo bruto que chega a este terminal.
Foram coletados 200 L deste efluente em um tonel plastico hermeticamente
fechado.

O meio hidropénico contendo 30% AP e 70% de agua destilada, com
salinidade em torno de 10 g NaCl L™, apresentou as concentracdes médias iniciais
(média * erro padrao; n = 10) de O&G e nitrogenados de, respectivamente, 52,1 £
78mgL" e 103 +2mgL", bem como média do pH de 7,2 + 0,02.

O experimento teve duragcdo de 21 dias, ao longo dos quais as

caracteristicas do efluente e o desenvolvimento das plantas foram monitorados.

Parametros abioticos e bioticos monitorados

As temperaturas maximas e minimas dentro da casa de vegetacao foram
medidas diariamente com um termdémetro de mercurio € o pH da AP diluida dos
tanques monitorado nos dias ‘0’, ‘4, ‘7, ‘14’ e '21’, com um pHmetro digital Cole-

Parmer®.
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Ao longo do mesmo periodo do experimento, foram avaliadas na AP dos
tanques as concentragdes de nitrogénio amoniacal dissolvido (N-NH3z + N-NH;"),
Nitrato (NO3"), Nitrito (NO2") e bleo e graxas (O&G) na AP diluida. Também foram
estimadas as concentracado de oxigénio dissolvido (OD) e de clorofila-a (cl-a) na
AP dos tanques, visando avaliar a abundéancia de microorganismos
fotossintetizantes. O desenvolvimento das plantas também foi avaliado no inicio e
no fim do experimento, assim como o acumulo de nitrogénio em seus tecidos. As
metodologias utilizadas para analise destes parametros sao descritas a seguir.

As concentracdes de nitrogénio amoniacal dissolvido foram estimadas em
amostras de 150 ml obtidas nos dias ‘0’, ‘1’, ‘4’, ‘7, ‘14’ e ‘21°, em cada tanque. As
amostras de AP foram filtradas imediatamente apds as coletas em filtros Millipore
de 0,45 micra e as anadlises quimicas efetuadas logo em seguida. O nitrogénio
amoniacal dissolvido foi estimado através do método adaptado de Solorzano
(1969 apud Baumgarten et al. 1996).

Para estimar as concentracdes de nitrato, nitrito, O&G e cl-a foram
coletadas amostras nos dias ‘0, ‘7', ‘14’ e ‘21’, em cada recipiente. O filtrado
utilizado para o célculo da concentracdo de nitrogénio amoniacal dissolvido foi
também utilizado para estimar as concentragdes de nitrato e nitrito. Para calculo
das concentragées de O&G foram retirados 1,1 L por galdo, a cada dia amostral e
para obter a concentracao de cl-a foram coletadas amostras de 10 ml.

Com excecao das amostras para determinar a concentracao de cl-a, que
foram coletadas com uma seringa, todas as amostras de dgua foram retiradas dos

galées em sub-superficie (~ 6 — 7 cm de profundidade), adjacentes as bandejas de
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isopor, por sifonamento. Diariamente e no momento exatamente anterior a cada
coleta, o efluente era lentamente homogeneizado para reduzir uma possivel
estratificacdo entre a d4gua destilada e a agua de producao.

As concentragdes de nitrato e nitrito foram determinadas por cromatografia
liquida, utilizando um cromatdgrafo ibnico da marca Metrohn®, pertencente ao
Laboratério de Oceanografia Geoldgica da FURG. Foi utilizada coluna simples
Metrosep A Supp 5-100 (4,0x100 mm) de alcool polivinil com supressao quimica.
Como fase mdével foi utilizada solucao eluente de 1,7 mM de NaHCO3 e de 18 mM
de Na2CO3. O volume injetado foi de 100 pL, com fluxo médio de 0,68 mL min™ .
As concentragdes obtidas foram expressas como nitrogénio nas formas de nitrato
(N-NO3") e nitrito (N-NOy).

Os O&G foram estimados pelo método gravimétrico seguindo a
metodologia proposta por Baptista (1987), utilizando éter de petrdleo como
solvente. A quantidade de OD no efluente foi avaliada pelo método de Strickland &
Parsons (1972 apud Baumgarten, 1996).

O teor de cl-a dos organismos fitoplancténicos que se desenvolveram no
efluente foi estimado pela filtragem de 10 mL do mesmo, usando filtros de fibra de
vidro Whatman GF/F (porosidade ~ 0,7 um). Os filtros foram imediatamente
acondicionados no escuro e guardados em freezer a fim de evitar a degradacao
do pigmento. Posteriormente, a cl-a foi extraida dos filtros com acetona 90% em
-18 °C no escuro por 24 horas. O teor deste pigmento foi estimado através do

método de fluorescéncia (Welshmeyer, 1994), com o fluorimetro Turner Designs,
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modelo TD-700, previamente calibrado com cl-a pura (Sigma®). A partir das
relagdes C:cl-a (37 — 79) e C:N (15) encontrada por Parsons et al. (1984) em um
‘bloom’ de organismos fitoplancténicos foi calculada a faixa de concentracdo de N
possivelmente contida no tecido destes organismos, ao final do experimento,
baseada nas concentracdes médias de cl-a dos tratamentos.

Para avaliar o desenvolvimento de S. alterniflora, assim como a
incorporacao de N pelas plantas, alguns espécimes foram coletados no inicio e no
fim do experimento. No inicio do experimento, cinco propagulos do mesmo lote
utilizado na montagem do experimento foram selecionados aleatoriamente e
tiveram suas partes aéreas vivas (hastes + folhas vivas, que, a partir deste
momento serdo tratados apenas como ‘folhas vivas’) e raizes separadas, secas
em estufa a 60°C por 72 horas. Apos a pesagem, as folhas vivas e raizes secas
foram armazenadas para posterior andlise da concentracdo de nitrogénio (N)
inicial nos tecidos. Ao final do experimento, foram coletadas 15 plantas de cada
tanque — réplica — do tratamento com S. alterniflora. As plantas foram separadas
em folhas vivas, folhas mortas, raizes e brotos, sendo estes componentes secos
em estufa nas mesmas condi¢cdes descritas acima e pesados. Esses componentes
da planta também foram armazenados para analise da concentracdo de N nos
tecidos ao final do experimento.

A determinagcdo da concentragdo de N nos tecidos dos diferentes
componentes da biomassa, coletados no inicio e no final do experimento, foi

realizada através do método de Kjeldahl. As analises foram efetuadas no



34

Departamento de Solos da Universidade Federal de Pelotas (UFPEL), em Pelotas
(RS), com excecdo do N dos brotos (final) que, devido a pequena biomassa foi
analisado no Laboratério de Hidroquimica da FURG, em um Analisador Elementar
CHNS modelo Perkin Elmer 2400, calibrado com material de referéncia
Acetanilida.

No inicio e final do experimento, foram medidos o comprimento da haste
(base até o final da maior folha) e numero de folhas vivas de 15 plantas
selecionadas aleatoriamente e marcadas em cada tanque. Ao final do
experimento, nas mesmas 15 plantas, foi quantificado o numero de folhas mortas
(mortalidade foliar) e estimada a producao foliar a partir da diferenca entre o
nuamero total de folhas no dia 21 (vivas e mortas) e o numero de folhas vivas no
inicio do experimento (dia ‘0’). O numero e comprimento total de brotos formados
nas 15 plantas monitoradas de cada tanque também foram quantificados. Para
estimar a mortalidade das plantas € o numero de plantas que produziram brotos

foram consideradas todas as plantas de cada tanque (30).

Anadlise de dados

As possiveis diferengas no pH e nas concentracdes médias de OD, cl-a,
nitrogénio amoniacal dissolvido, N-NO3~, N-NO>™ e O&G, entre os tanques com e
sem S. alterniflora, ao longo do tempo, foram testadas por Andlise de Variancia
para medidas repetidas. Quando constatadas diferengas significativas nas
ANOVAS foram realizadas analises a posteriori de Fisher — LSD — a um nivel de

significancia de 0,05 (Zar, 1984). Todos os dados ambientais apresentaram
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normalidade (Kolmogorov-Smirnov; p > 0,20) e homocedasticidade (Levene’s; p >
0,05), com excecao da concentracdo de cl-a no dia ‘7', no qual o teste de
Levene’s (homocedasticidade) apontou p < 0,05. Todas as analises foram
efetuadas sem transformacdes dos dados.

Diferencas no desenvolvimento das plantas entre as réplicas do tratamento
com S. alterniflora foram testadas por Analises de Variancia de uma via para cada
um dos parametros de crescimento descritos anteriormente. A normalidade e
homocedasticidade foram testadas pelos testes de Kolmogorov-Smirnov e
Levene’s, respectivamente, considerando um nivel de significancia de 0,05. Os
valores de biomassa de brotos foram transformados (Logiox+1) para obtencao de
normalidade e homocedasticidade dos dados. Para as variaveis onde nao foi
possivel atingir a normalidade (numero de folhas vivas inicial e final, nUmero de
folhas mortas e numero de brotos), foram efetuadas Anadlises de Variancia nao-
paramétricas de Kruskal-Wallis (Siegel, 1975), todas considerando um nivel de
significancia de 0,05.

As diferencas entre as biomassas inicial e final de folhas vivas e raizes
foram comparadas através do teste ‘t' para amostras independentes, enquanto
para o comprimento das 15 plantas monitoradas em cada tanque foi utilizado o
teste ‘t’ para amostras dependentes (Zar, 1984), apds a validagao do pré-requisito
de normalidade (Kolmogorov-Smirnov; p > 0,05) dos dados. Os numeros de folhas
vivas final e inicial das plantas monitoradas, uma vez que n&o apresentaram

normalidade, foram comparados pelo teste ndo-paramétrico de Wilcoxon (Siegel,



36

1975). Tanto para os testes paramétricos quanto para os nao-paramétricos foi
considerado um nivel de significancia de 0,05.

As possiveis diferencas nas concentragdes iniciais e finais de N no tecido
foliar vivo e das raizes das plantas foram analisadas calculando o intervalo de
confianga de 99% (IC-99%) bidimensional para as médias finais, e observado se a
concentragdo inicial se encontrava dentro deste intervalo. Para avaliar uma
possivel diferenca entre as concentragdes de N nas folhas vivas e folhas mortas
ao final do experimento foi utilizado o teste ‘t' para amostras independentes
considerando um nivel de significancia de 0,05, apés a validacao do pré-requisito

de normalidade dos dados (Kolmogorov-Smirnov; p > 0,05) (Zar, 1984).

Resultados

Condicoées do ambiente experimental

A média das temperaturas minimas (noturnas) durante o periodo
experimental foi de 11,3 + 0,9 °C (média % erro-padrdao) enquanto a média das
maximas (diurnas) foi de 24,0 + 1,0 °C (média * erro-padrao) (Fig. 3A).

O pH oscilou de maneira semelhante entre os tratamentos, sempre entre 7
e 8 (Fig. 3B). A Analise de Varidncia para medidas repetidas apresentou
diferencgas significativas no pH entre os tratamentos (F = 9,9; p = 0,02), sempre
maior no controle, e o teste a posteriori de LSD demonstrou que esta diferenca

ocorreu ao longo de todo experimento (p < 0,05 para todos os dias amostrados).
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No inicio do experimento a AP diluida dos tanques possuia uma
concentracdo média de OD de 5,2 + 0,2 mg L™ (média + erro padréo; tratamento
com e sem S. alterniflora em conjunto). Como para o pH, em ambos os
tratamentos as concentragcées de OD foram crescentes ao longo do tempo (Fig.
3C). A analise de contraste a posteriori de LSD, para cada dia amostrado, apontou
diferencas significativas entre os tratamentos a partir do dia 7’

A Andlise de Varidancia para medidas repetidas apontou diferenca
significativa na concentragdo de cl-a entre os tratamentos (F = 11,3; p = 0,01). A
andlise a posteriori de LSD apontou diferengas nos dias ‘7’ e 21. No dia 7', a
concentracdo de cl-a observada nos recipientes controle foi maior que nos
recipientes contendo S. alterniflora. A concentracao de cl-a no dia ‘21’ foi quase 30
vezes maior que no dia ‘7’ no tratamento com S. alterniflora e 300% mais alta que

no controle (Fig. 3D).



357 Maxima
A = - = Média
= = = Minima

Temperatura (°C)

pH
~
EN

7,27 —e&— Spartina
- -® - -Controle

6,8 T T T T
0 4 7 14

Tempo (dias)

Oxigénio dissolvido (mg L)

Clorofila— a (ug L)

—_
o
)

2_

38

—e— Spartina
- -® - - Controle

357

157

0 7 14 21
Tempo (dias)

D —e— Spartina
- -® - - Controle

Tempo (dias)
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S. alterniflora e sem plantas (controle) ao longo do periodo experimental.
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Nitrogénio Amoniacal, Nitrato e Nitrito

As concentragbes médias de nitrogénio amoniacal dissolvido variaram ao
redor de 100 mg L' durante os 21 dias de experimento. Tanques com e sem
plantas de S. alterniflora demonstraram uma oscilacao temporal sincronizada na
concentragdo de nitrogénio amoniacal (~50 a ~140 mg N-NHz + N-NH* L"), com
magnitude muito maior do que as diferencas entre eles (Fig. 4A). Estes valores
foram cerca de 1000 vezes superiores as quantificadas de nitrogénio na forma de
nitrato, que oscilaram entre 0 e 200 pg L. A concentracédo de nitrito ficou sempre
abaixo do limite de deteccdo (> 1 pg L™).

A Andlise de Variancia para medidas repetidas demonstrou que a
concentracdo média de nitrogénio amoniacal dissolvido foi significativamente
menor nos tanques com S. alterniflora do que nos tanques controle sem plantas (F
=9,5; p < 0,05).

A diferenca percentual na concentracdo média entre os tratamentos
aumentou ao longo do experimento. A andlise de contraste (LSD) mostrou que
apenas apds 21 dias péde ser constatada uma diferenca significativa entre os
tratamentos. Neste dia (21), a concentracdo de nitrogénio amoniacal foi 19,3%
menor nos tanques contendo S. alterniflora (Tab. 4). Entretanto, no dia ‘14’ ja
podia ser observada diferenca marginal ao nivel de significancia (p = 0,06) entre
os tratamentos; nesta data a diferenga na concentragdo de nitrogénio amoniacal

dissolvido entre os tratamentos ja era maior do que o dobro da semana anterior.
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Tabela 4. Diferenca percentual entre as concentracbes médias de nitrogénio
amoniacal dissolvido (N-NH3 + N-NH4+) dos tratamentos controle e com S.
alterniflora. Valores negativos indicam reducdo do nitrogénio amoniacal na

presenca de S. alterniflora.

Dias 0 1 4 7 14 21

Diferenca N-NH3 + N-

NH.* entre tratamentos. - 50% -52% -69% -7,6% -157% -19,3%

* Indica que houve diferenca significativa na concentragcdo do composto entre os
tratamentos (p < 0,05; Teste de LSD).

Nao foram encontradas diferengas significativas na concentragdo de NOjz
ao longo do tempo, entre os tratamentos (F = 0,95; p = 0,50) e a reduzida

concentragao do composto ndo apresentou um padrao definido (Fig. 4B).

Oleos e Graxas

A concentracdo de O&G na AP diluida caiu marcadamente ao longo do
experimento, mas nao apresentou diferencas significativas entre os tratamentos (F
= 1,2; p = 0,56). Entretanto, estes compostos estiveram sempre em menor
concentragao no tratamento com S. alterniflora. A Tabela 5 apresenta a diferenga
na concentracdo de O&G entre os tratamentos controle e com S. alterniflora, para

cada dia amostrado.
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Tabela 5. Diferenca percentual entre as concentracdes médias de 6leos e graxas
(O&G) entre os tratamentos controle e com S. alterniflora. Valores negativos

indicam reducéo na presenca de S. alterniflora.

Dias 0 7 14 21

Diferenca na concentragéo de

O, - [o) _ o *
O&G entre tratamentos. -13% 41% 68%

*Nao foi possivel estimar, visto que no tratamento com plantas a concentragdo era
igual a zero.

A concentragdo de O&G diminuiu de 48,2 + 12 mg L™ (média + erro padréo)
a zero no tratamento com Spartina e de 55,3 + 11,3 mg L™ (média * erro padrao) a
2,4 + 2,3 mg L' (média + erro padrdo) no controle sem plantas, ao longo dos 21
dias do experimento. Apesar da auséncia de diferenga significativa entre os
tratamentos, enquanto na primeira semana a redug¢ao na concentracdo de O&G no
tratamento com S. alterniflora foi de 44,5%, no tratamento controle esta foi de
apenas 17,8 %. Nas duas semanas subsequientes, para ambos os tratamentos, a

reducéo de O&G foi sempre maior que 65% (Fig. 4C).
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Desenvolvimento de Spartina alterniflora

Do total de plantas utilizadas no experimento (150), 6,7% (10) morreram.
Entre as plantas sobreviventes (140), 27% (38) produziram brotos.

No inicio e no final do experimento ndao foram observadas diferencas
significativas quando comparadas as biomassas e as medidas de crescimento
nao-destrutivas entre os tanques (réplicas) do tratamento contendo S. alterniflora

(Tab. 6).

Tabela 6. Testes de diferencas entre réplicas (tanques) das varidveis de
crescimento das plantas de S. alterniflora cultivada em agua de producdo de
petroleo salina. Numero de réplicas (n), F e H (ANOVA e Kruskal-Wallis,
respectivamente) calculados e nivel de significancia ‘p’ sdo apresentados. * =

utilizada Andlise de Variancia nao paramétrica de Kruskal-Wallis.

Dia ‘0’ Dia 21’

Parametro n F/H P n F/H p
Comprimento da haste 15 0,354 0,84 15 0,493 0,74
Numero de folhas vivas* 15 2,41 0,66 15 1,68 0,79
Numero de folhas mortas™ - - - 15 0,67 0,96
Numero de brotos* - - - 30 1,56 0,82
Comprimento total de brotos* - - - 15 3,56 0,47
Biomassa de folhas vivas - - - 15 1,49 0,21
Biomassa de folhas mortas - - - 15 0,93 0,45
Biomassa de brotos* - - - 15 3,94 0,41

Biomassa de raizes - - - 15 1,29 0,28
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Biomassa

A biomassa de folhas vivas e de raizes (Fig. 5A e 5B, respectivamente) ndo
diferiram significativamente (t = 0,91, p = 0,35; t = 0,30, p = 0,77; respectivamente)
entre o inicio e o final do experimento. Apds trés semanas em hidroponia na AP
diluida, as biomassas médias finais de folhas mortas e de brotos produzidos por

tanque foram, nesta ordem, de 180,8 £ 12,5 mg e 7,0 £ 2,6 mg (média + erro

padrao).
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Figura 5. Biomassa aérea viva (A) e de raizes (B) (média + erro padrdo) de S.

alterniflora no inicio (Dia ‘0’) e no final (Dia ‘21’) do experimento.

Medidas ndo-destrutivas

Nao ocorreram diferencas significativas entre o inicio e o final do
experimento para o comprimento das hastes (teste ‘t’ para amostras dependentes;
t = 0,50; p = 0,60) e o numero de folhas vivas (teste de Wilcoxon; T = 322; p =
0,66) (Fig. 6A e 6B). Entretanto, ocorreu a producao média de 1,00 + 0,09 novas

folhas por planta (média + erro padrdo), numero bastante semelhante a
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mortalidade foliar no periodo que foi de 1,05 + 0,05 (média * erro padrao) folhas

por planta.
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Figura 6. Comprimento da haste (A) e niumero de folhas (B) (média + erro padrao)

de S. alterniflora no inicio (Dia ‘0’) e no final (Dia ‘21’) do experimento.

Concentracao de N no tecido

A concentracao de N no tecido das folhas vivas de S. alterniflora subiu de
1,22% no inicio do experimento para 1,75 £ 0,06% (média * erro padrao) ao final
de 21 dias na AP. O IC-99% da concentracao final de N nas folhas vivas ficou
entre 1,29% e 2,01% (média + erro padrdo), possibilitando afirmar que a
concentracao foliar final de N foi significativamente maior do que a inicial, tendo
aumentado 39%.

Nas raizes, a concentragao inicial de N saltou de 0,88% para 1,66 + 0,05%

(média = erro padrdo), com o 1C-99% final ficando entre 1,42% e 1,90%,
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permitindo a afirmagao de que a concentragdo de N final nas raizes foi também
significativamente superior que a inicial, com um incremento de 88%.

A concentracdo de N nas folhas mortas, ao final do experimento, foi de 0,52
+ 0,02 % (média * erro padrao) e significativamente menor (teste t’; p < 0,01) do
que das folhas vivas; cerca de 30% da concentragcao das folhas vivas.

Os maiores teores de N nos tecidos foram encontrados nos brotos
produzidos ao longo do experimento. Da biomassa total de brotos, 3,6 £ 0,5 %
(média + erro-padrao) era composta por N, o dobro do teor encontrado nas folhas
vivas e raizes. Entretanto, como a biomassa de brotos produzidos foi baixa, o N
contido nos brotos n&o contribui muito quando considerada a quantidade total de
N acumulado na planta.

Os valores em miligramas da quantidade de N total em cada componente
da biomassa de S. alterniflora (teor de N multiplicado pela biomassa média do
componente), no inicio e no fim do experimento, sdo apresentados na Tabela 7,
assim como a contribuicdo percentual de cada componente para o somatério do N

total na planta.
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Tabela 7. Quantidade total de N (mg) no tecido de cada componente da biomassa

das plantas de S. alterniflora.

Compartimento Total
Folhas Folhas Raizes Brotos
vivas mortas
Inicio
(dia '0) N (mg) 671,4 - 290,8 - 962,3
Fim N (mg) 936, 1 126,6 5471 95  1619,3
(dla l21 l) b b ) b )

A Figura 7 apresenta as concentragcbes totais de N dos diferentes
componentes da biomassa no inicio e apds os 21 dias de cultivo das plantas na
AP, em ambos os tratamentos. Enquanto no tratamento com S. alterniflora a
reducao na concentragao total de N nos 50 L de AP diluida foi de 51,4% (de 4,99 g
para 2,43 g de N), no tratamento controle (sem plantas) a reducdo na
concentracao deste elemento na AP foi de 42,9% (de 5,26 g para 3,0 g de N).

Do total de reducdo na concentragdao de N da AP no tratamento com S.
alterniflora (2,57 g), 25% (0,65 g de N) pode ser explicado pela incorporacao pela
planta. Os tecidos foliares em conjunto (folhas vivas + folhas mortas + brotos)
tiveram sua concentragcdo de N incrementada em 58,3% (0,39 g de N), o que
representa em torno de 15% da diferenca entre as concentragdes inicial e final na

AP neste tratamento. O incremento de N no tecido das raizes foi de 88,3% (0,26 g
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de N), representando cerca de 10% da reducéo entre as concentragdes inicial e
final de N na AP.

A partir da conversao de cl-a em N, foi observado que, no tratamento com
S. alterniflora, o nitrogénio contido na biomassa fitoplancténica seria de no maximo
10,7 mg N, representando 0,44 % da redugao observada na concentracdo de N da
AP. No tratamento controle, a concentracdo maxima de N estimada na biomassa
fitoplancténica ficou em 2,88 mg N, o que representou 0,13 % da redugédo na

concentracao de N observada na AP.
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*
1000 mg N | -

Planta (+58,3 %)
(+88.,3 %)
(-56,3%)
AP /

M Partes aéreas

E Raiz

[1 Agua de Producéo (AP)

Inicial Final

AP / (-48,6%)
(Controle)
. *

Figura 7. Concentragdes inicial e final de N nos tratamentos de AP com e sem a

presenca de S. alterniflora, tanto na agua quanto nos tecidos da planta. Os valores
entre parénteses indicam o percentual de aumento (+) ou redugcdo (-) na
concentracao de N. * As caixas pretas simbolizam o N contido na biomassa dos
microorganismos presentes na agua adicionado ao que foi perdido por
volatilizagdo; estas se encontram fora de escala (valor ndo determinado no

experimento).
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Discussao

A grama de marisma Spartina alterniflora reduziu significativamente a
concentracdo de N e acelerou a reducdo dos O&G da agua de producdo de
petroleo salina ao longo dos 21 dias de experimento. Apesar do pequeno
desenvolvimento, possivelmente devido ao curto periodo e época do ano do
experimento (outono-inverno), a reducao na concentracdo de N na AP pode ser
relacionada a um aumento significativo da concentracdo de N em seus tecidos. A
reducao na concentracao de O&G, apesar de nao-significativa, caiu de forma mais
abrupta nos tanques com S. alterniflora que nos tanques controle. O pH e 0 OD da
agua onde a planta foi cultivada foram significativamente menores do que no
controle durante a maior parte do experimento.

As altas concentragdbes de N-NH4* e baixas concentracbes de NO3
encontradas no presente trabalho corroboram os valores encontrados por outros
autores. Segundo Neff (2002), a concentragdo de amdnia na AP pode variar de
0,1a 650 mg L, enquanto a de nitrato geralmente é menor que 1,0 mg L™ (Myers
et al., 2001; Sirivedhin & Dallbauman, 2004; OGP, 2005). Dentre os trabalhos
revisados, nenhum apresenta concentragao de nitrito em AP.

O acumulo de N no tecido de S. alterniflora observado no experimento era
esperado frente as quantidades de N elevadas na AP. S. alterniflora absorve mais
rapidamente N na forma de aménia do que na forma de nitrato (Mendelssohn,
1979; Morris, 1980) e, visto que a principal forma de N em AP é na forma de

N-NH,", a capacidade de S. alterniflora reduzir o N neste efluente é maximizada.
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Woodhouse (1976 apud Mendelssohn, 1979) também observou que a taxa de
assimilacao de NO3™ é mais lenta do que a do N-NH,* em S. alterniflora.

Segundo Hopkinson & Schubauer (1984), macréfitas emergentes, como S.
alterniflora, absorvem nutrientes do solo/agua intersticial e os translocam para
todas as partes da planta. Uma vez que S. alterniflora € uma espécie que
apresenta grande demanda por N (Smart & Barko, 1980), limitagbes de
crescimento pelo N foram observadas no ambiente natural (Valiela & Teal, 1974;
Valiela et al., 1975; Chalmers, 1979; Mendelssohn, 1979; Smart & Barko, 1980;
Dai & Wiegert, 1997).

O acumulo de N em tecidos de S. alterniflora, quando da adicdo deste
nutriente, ja havia sido demonstrado por alguns autores (Valiela et al., 1973;
Valiela & Teal, 1974; Smart & Barko, 1980; Dai & Wiegert, 1997), bem como esta
capacidade relacionada a um mecanismo fisiolégico da planta que permite a
estocagem de nutrientes para utilizagdo em condi¢des de crescimento mais
favoraveis. Morris (1982) e Biudes & Camargo (2006) mostraram que em areas de
marismas banhadas por agua com maior concentracdo de N as concentracoes
deste elemento nos tecidos das plantas também s&do mais altas.

O fato da concentragédo de N nos tecidos vivos, ao final do experimento, ser
bastante superior a dos tecidos mortos demonstra a capacidade desta planta de
translocar N das partes senescentes para as por¢cées mais jovens, reduzindo
assim sua dependéncia ao N externo, que pode ser limitante no ambiente natural
(Chalmers, 1979; Morris, 1980; Hopkinson & Schubauer, 1984). Entre as partes

vivas, observou-se que os brotos apresentavam concentragdo de N duas vezes



52

maior do que a dos outros componentes da biomassa, corroborando a observagao
de Hopkinson & Schubauer (1984), de maiores concentracées de N nos tecidos
mais jovens.

Apesar de ter acumulado N, a diferenca na concentragcdo de N-NH,* entre
os tratamentos com S. alterniflora e sem a presenca de plantas (controle) ao final
do experimento, mesmo que significativa, foi relativamente pequena (19,3%), em
relagdo a concentragdo total deste composto. A flutuacdo na concentragdo média
do nitrogénio amoniacal na ordem de 100 mg N L™ ao longo do experimento leva a
concluir que outros fatores biético e/ou abibticos exerceram maior influéncia sobre
0s compostos nitrogenados do que a presenca da planta. A quantidade de N
acumulada na biomassa fitoplancténica, em ambos os tratamentos, foi infima
(menor que 0,5%) quando comparada a reducao total na concentracao deste
elemento. Este resultado sugere que o N reduzido da AP, mas ndao acumulado
pelas plantas de S. alterniflora, pode ter sido estocado como biomassa bacteriana
ou, 0 mais provavel, ter volatilizado para a atmosfera na forma de aménia (NH3+).
O pH levemente basico do efluente estimula a conversao do ion aménio (NH4+),
solavel, em aménia gasosa (Esteves, 1988), que tende a volatilizar. A conversao
do nitrogénio amoniacal dissolvido em nitrogénio livre por bactérias desnitrificantes
nao parece ter ocorrido de forma expressiva, visto que esta via ocorre em
condi¢des anaerdbicas, o que ndo foi o caso do presente experimento, e passa
pela formacao de nitrato (Esteves, 1988) e este composto foi encontrado em

baixissimas concentragdes ao longo de todo periodo experimental.
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Processos de fixacdo de nitrogénio e desnitrificacdo sdo empreendidos
majoritariamente por microorganismos (Begon et al, 2006) e, provavelmente,
bactérias, fungos e microalgas livres e aderidos contribuiram para as oscilagbes
observadas na concentragdo de nitrogénio amoniacal dissolvido ao longo do
experimento, fixando nitrogénio atmosférico na forma de nitrogénio amoniacal. As
menores concentragbes de nitrogénio amoniacal no tratamento com S. alterniflora
podem estar relacionadas a uma combinagao de absorcao pelas plantas e oxidagéao
da rizosfera pelo aerénquima destas, com consequente estimulo da atividade
microbiana (Olson et al., 2003). O aumento do substrato para desenvolvimento de
biofilme pela presenca de raizes e absorcao/conversdao do nitrogénio amoniacal
dissolvido por este também sao fatores a considerar. Olson et al. (2003) enfatizam
que, independente do contaminante, a vegetagao e os microorganismos associados
a rizosfera agem conjuntamente para determinar seu destino final em sistemas de
fitorremediacdo. Sabe-se ainda que o papel dos microorganismos na biodegradagao
de compostos organicos presentes na agua de producdo € variavel, porém
geralmente expressivo (OGP, 2005) e que a degradacao microbiana do petréleo em
ambientes aquaticos € limitada primariamente por nutrientes, como o N (Leahy &
Colwell, 1990).

A reducgdo na concentracdo de N em AP tratada por banhados construidos
ja havia sido observada por Ji et al. (2007), que encontraram reducdes maiores do
que 80% na concentracao total de nitrogénio da AP. Anteriormente, Knight et al.

(1999) também encontraram reducdo de nitrogénio amoniacal, entre 40%-98%,
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revisando a utilizacdo de banhados para tratar outros efluentes da industria do
petroleo.

A baixa mortalidade de S. alterniflora (6,7%) sugere que a concentracao
inicial de O&G no tratamento com a planta (48,2 + 12,0 mg L'; média * erro-
padrao; 30% da AP bruta) ndo foi toxica para a mesma. O valor médio de O&G na
AP bruta utilizada no experimento, em torno de 190 mg L, encontra-se entre as
concentracdes de O&G encontradas em outras AP, variando de 14 mg L™ (Doran
et al., 1998) a 283 mg L' (Freire et al., 2001). Em um trabalho utilizando AP
proveniente da Bacia de Campos, as concentragdes de O&G foi estimada entre
58,8-85,0 mg L™, com média de 71,9 mg L' (Badaré-Pedroso, 1999).

Quanto as redugdes na concentragcdo de O&G, S. alterniflora parece ter
exercido uma influéncia maior durante a primeira semana do experimento, embora
diferencas significativas ndo tenham sido encontradas. Ja na segunda semana a
queda na concentracdo de O&G foi expressiva em ambos os tratamentos. No
tratamento com S. alterniflora, durante a primeira semana do experimento,
provavelmente ocorreu por estimulo da acao microbiana, podendo também estar
relacionado a aderéncia dos O&G as raizes das plantas. A reducdo mais
expressiva na concentracdo de O&G na segunda semana, em ambos 0s
tratamentos, pode estar relacionada a um atraso na resposta da microbiota, que
precisou de algum tempo para se adaptar no tratamento controle, enquanto a
presenca de S. alterniflora estimulou a acdo dos microorganismos desde o inicio.

Segundo Olson et al. (2003), a rizosfera (zona sobre influéncia direta das

raizes de uma planta), em solos, cria um micro-habitat para microorganismos com
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potencial para a biodegradagdo de contaminantes organicos, nao apenas
fornecendo substrato, mas também liberando compostos, como exudatos
(liberagao passiva) e secrecdes (liberacdo ativa) que sustentam o crescimento
destes. A provavel liberagdo destas substancias por S. alterniflora, em conjunto
com a oxigenacao da rizosfera pelo aerénquima, ao longo dos dez dias de
aclimatagdo da planta antes da adicdo da AP, pode ter estimulado a microbiota
desde a montagem do experimento, permitindo que 0s microorganismos, na
presenca da planta, apresentassem uma resposta mais imediata a AP apds sua
posterior adigao.

Hutchinson et al. (2003) afirmam que, em solos, o fator de maior influéncia
na fitorremediacdo de hidrocarbonetos de petréleo € a atividade microbiana,
estimulada pela presenca das plantas. Lin et al. (2003), testando o efeito
fitorremediador de S. alterniflora em mesocosmo contaminado com petrdleo cru
variedade ‘South Louisiana’, provaram que a planta, ao aumentar
significativamente o potencial redox do solo onde foi cultivada, pode aumentar a
degradacado aerobica do Oleo, principalmente quando os nutrientes foésforo e
nitrogénio ndo sao limitantes para seu crescimento. Os autores supracitados
também afirmam que processos de adsor¢cdo deste contaminante organico a
superficie das raizes, com sua subseqlente absorcdo e/ou degradagao
possivelmente também contribuiram para a redugédo de sua concentracao no solo.

Nas duas ultimas semanas do experimento, a concentracdo de O&G caiu
marcadamente em ambos os tratamentos 0 que pode ser explicado tanto pelo

intemperismo, uma vez que o efluente nos tanques encontrava-se em contato
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direto com a atmosfera e recebendo luz solar (foto degradacao), quanto também
por acao microbiana.

Segundo Knight et al. (1999) varios processos contribuem na remocao,
conversdo ou acumulo de hidrocarbonetos e outros compostos quimicos em
banhados construidos; estes processos incluem a volatilizagdo, acumulo no
sedimento ou biofilme, biodegradacgao, foto degradagéo ou assimilagdo por plantas
e animais. Pode-se ainda ressaltar que algas e protozoarios sdo membros
importantes da comunidade microbiana em ambientes aquaticos e terrestres,
porém o papel destes organismos na biodegradacdo de hidrocarbonetos é
amplamente desconhecido (Leahy & Colwell, 1990).

Como, no presente experimento, as temperaturas foram as mesmas para
ambos os tratamentos, o metabolismo microbiano foi afetado de forma
semelhante, resultando na auséncia de diferencga significativa para a concentracao
de O&G entre os tratamentos, reforcando o proposto de que o papel dos
microorganismos foi mais expressivo que o de S. alterniflora nas alteragdes
quimicas ocorridas na AP. A temperatura é um fator que influencia a
biodegradacao do petréleo (Leahy & Colwell, 1990) e, por conseguinte, dos O&G
constantes na AP. A temperatura afeta a condigao fisico-quimica do petréleo, a
taxa de metabolizacdo de hidrocarbonetos por microorganismos € a composi¢cao
da comunidade microbiana. Baixas temperaturas tendem a reduzir as taxas de
degradacdo, enquanto altas temperaturas, at¢é um maximo de 30-40 °C,
aumentam estas taxas. O pH da AP diluida deste experimento, préximo do neutro,

também pode ter favorecido a agdo microbiana (Leahy & Colwell, 1990).
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A concentracdo de OD na agua de producdo quando de sua chegada da
refinaria foi igual a zero. Segundo Stephenson (1992), a auséncia de OD é
inerente da AP, pois, uma vez que 0 oxigénio pode causar corrosdo as tubulagoes
do sistema de produgdo, a entrada deste elemento é evitada. Apds a diluigao
inicial da AP nos tanques a concentragdo média de OD jaera 52 +0,2mgL e o
aumento ao longo do tempo na concentragdo de OD pode ser associado ao
crescimento da biomassa fitoplanctonica nos dois tratamentos (mais expressiva no
controle ao longo da segunda semana). O aumento acoplado do fitoplancton e do
OD é uma explicacao plausivel para a queda mais acentuada na concentracao de
O&G no controle durante este intervalo. O catabolismo de hidrocarbonetos
alifaticos e aromaticos por bactérias e fungos envolve a oxidagcao do substrato por
oxigenases, que requerem a presenca de oxigénio molecular (Leahy & Colwell,
1990).

As baixas temperaturas certamente foram grandes responsaveis pelo
pequeno desempenho de crescimento das plantas de S. alterniflora no presente
experimento. Cunha (1994) enfatiza que a producao primaria de S. alterniflora
apresenta uma relagéo linear com a temperatura até 35 °C, valor bastante superior
a média das maximas ao longo do experimento (24 °C). Morris (1980; 1982)
também enfatizou que variacdes temporais na taxa de crescimento de S.
alterniflora sao, em grande parte, dependentes deste e outros fatores climaticos.

Por outro lado, a concentracdo de sal da 4gua na qual a planta foi cultivada
(10 g NaCl L) certamente nao foi o fator responsavel pelo baixo desempenho de

crescimento da planta, uma vez que ja foi comprovado que esta salinidade € 6tima
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para o desenvolvimento de S. alterniflora (Bradley & Morris, 1992; Cunha et al.,
2005; Capitulo 2). Smart & Barko (1980), inclusive, encontraram que a absorgéao
de N por S. alterniflora é maior em salinidades em torno de 9 - 10 g NaCl L™ do
que em salinidades de 3 ou entre 26-31 g NaCl L. Mendelssohn & Morris (2000)
também observaram que o aumento da salinidade reduz a absorcao de NH4" por
S. alterniflora. Uma vez que a tolerancia ao sal por esta espécie é em parte
relacionada a producgéo celular de compostos osmo-regulatérios baseados em N
(prolina e glicinabetaina), o aumento da salinidade pode aumentar a concentragao
criica de N na planta (concentragdo minima no tecido para sustentar o
crescimento), aumentando assim sua demanda por este elemento (Mendelssohn
& Morris, 2000).

Testes futuros da eficiéncia na reducao de nitrogénio amoniacal da AP por
sistemas de fitorremediagcdo com S. alterniflora devem considerar o impacto da

concentracdo salina sobre o metabolismo do nitrogénio nesta espécie.



Capitulo 4
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CONSIDERAGCOES FINAIS

No primeiro experimento, que determinou o potencial téxico da agua de
producdo de petréleo salina sobe Spartina alterniflora, esta planta sobreviveu e
cresceu no efluente em questdo diluido, demonstrando sua capacidade de
utilizacdo em banhados construidos para o tratamento secundario/terciario deste e

outros efluentes oriundos da industria petrolifera.

O segundo experimento, um teste piloto para avaliar o potencial de
fitorremediacdo da agua de producdo de petréleo salina por S. alterniflora, a
reducao na concentracao de nitrogénio (amoniacal) da dgua de producao foi maior
na presenca de S. alterniflora; entretanto, a volatilizacdo, estimulada pelo pH
levemente alcalino, e a microbiota parecem ter exercido uma maior influéncia que
as plantas neste processo. S. alterniflora ainda absorveu e acumulou N em seus

tecidos.

Ja a concentracao de 6leos e graxas nao foi influenciada pela presenca de
S. alterniflora ao final de 21 dias, porém a redugcdo da concentracdo destes
componentes foi mais rapida onde havia plantas na primeira semana de
experimento. Processos microbioldgicos, fisicos e quimicos, e ndo apenas o0s

mediados pela planta, controlaram também a degradagéao destes compostos.

Um experimento de fitorremediacdo de agua de producdao com maior
concentracao de plantas, aumentando assim a area de acao direta da rizosfera, e

utilizando um substrato sélido, como areia grossa, para fornecer mais superficie
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de colonizagdao para a microbiota, provavelmente possibilitaria uma maior

eficiéncia na redugéo do nitrogénio do efluente pelo sistema.

Por fim, enfatiza-se que os resultados deste trabalho ndo mensuram todo o
potencial de fitorremediacdo da agua de producdo salina do petréleo por
banhados construidos contendo plantas de S. alterniflora, entretanto comprovam a
capacidade de uso desta haléfita de marismas na construcdo deste tipo de
sistema de tratamento. Experimentos pilotos com banhados construidos deverao
ser realizados para uma avaliacdo adequada dos custos/beneficios destes

sistemas para a industria do petroleo.
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