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RESUMO

A utilizacdo do petroleo na alta atividade industrial € um dos principais fatores que
colaboram para a liberacdo de produtos petroguimicos no ambiente, favorecendo a
contaminagdo de diversos ecossistemas, principalmente os marinhos. Derivados do petréleo,
como o Oleo diesel, sdo amplamente utilizados sobretudo no setor automobilistico, e possuem
um grande potencial poluidor e alta toxicidade, gerando grandes preocupac¢des quando sédo
liberados no ambiente. Sendo assim, técnicas de biorremediacdo sdo empregadas para degradar
0s poluentes dispersos no ambiente, pois consiste em uma alternativa viavel e de baixo custo.
O presente trabalho teve como objetivo analisar e monitorar a microbiota aquatica contaminada
com diferentes concentracdes de 6leo diesel puro, através de Colunas de Winogradsky, ao longo
de 60 dias. Os ensaios com as colunas foram feitos em duplicata (ensaios A e B) e receberam
0s seguintes tratamentos: 0, 1, 5 e 10 mL do contaminante. Foram feitas analises de pH,
condutividade, biomassa clorofilada, quantidade de bactérias heterotréficas, além de testes
ecotoxicoldgicos utilizando sementes de Lactuca sativa (alface) e Eruca sativa (racula). Foi
possivel constatar que mesmo na presenca do contaminante houve o crescimento de organismos
fotossintetizantes e da biomassa de clorofila a. Contudo, o 6leo diesel influenciou na quantidade
do pigmento fotossintético conforme o aumento de sua concentragdo. Além disso, o
contaminante se mostrou prejudicial para a germinacdo de sementes, principalmente nos
ensaios com alface. De modo geral, pode-se afirmar que em altas concentragdes, o 6leo diesel
puro é nocivo para 0 ambiente, uma vez que a partir dos resultados obtidos neste estudo, foi
possivel constatar alteracGes na biota aquatica.

Palavras-chave: Oleo diesel; Contaminante; Colunas de Winogradsky; Toxicidade.



ABSTRACT

The utilization of petroleum in the high industrial activity is one of the main factors which
collaborate for the release of petrochemicals into the environment, promoting contamination of
diverse ecosystems, mainly the marine ones. Petroleum derivatives, such as diesel, which are
broadly employed especially in the automotive industry present not only great polluting
potential, but also high toxicity, generating great concern whenever released in the
environment. Being so, bioremediation techniques are employed in order to degrade dispersed
pollutants in the environment, bringing to attention that such techniques consist of a viable low-
cost alternative. This study had the objective of analyzing and monitoring the contaminated
aquatic microbiota, with different concentrations of pure diesel oil, using Winogradsky
Columns, during a time period of 60 days. The experiments with the columns were performed
in duplicates (experiments A and B), and received the following treatment: O, 1, 5 and 10 mL
of the contaminant. Analysis of pH, conductivity, chlorophyll biomass, quantity of
heterotrophic bacteria were performed, in addition to ecotoxicological tests using seeds of
Lactuca sativa (lettuce) and Eruca sativa (arugula). It was possible to verify that even in the
presence of the contaminant, there was growth of both the photosynthesizing organisms and
chlorophyll biomass. However, the diesel influenced the photosynthetic pigment quantity,
according to the increase of its concentration. Furthermore, the contaminant demonstrated to be
harmful regarding seed germination, mainly in the experiments with lettuce. In conclusion, it
may be generally assumed that in high concentrations, pure diesel oil is harmful to the
environment, given that the results obtained from this study make it possible to verify
alterations in the aquatic biota.

Key words: Diesel oil; Contaminant; Winogradsky columns; Toxicity.
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento industrial e econdmico impulsionou a expansdo da inddstria
petrolifera no mundo. No entanto, a utilizagdo em larga escala desse recurso energético trouxe
sérios problemas de contaminacdo para o meio ambiente (DUARTE, 2016). O petréleo é
composto principalmente por hidrocarbonetos e suas caracteristicas fisicas e quimicas variam
de acordo com sua origem. Alguns de seus componentes, como Benzenos, Toluenos,
Etilbenzenos e Xilenos (BTEX), possuem grande destaque devido a seu potencial poluidor e
sdo descritos como carcinogénicos e mutagénicos (ANDRADE; AUGUSTO; JARDIM, 2010).
Essas moléculas sdo contaminantes recalcitrantes, o que leva a uma preocupacdo global em
relacdo ao tema.

O petrdleo cru exige um processo de refino do qual se obtém subprodutos como o éleo
diesel, que é constituido por hidrocarbonetos e possui um alto teor de enxofre (DUARTE,
2016). Segundo a ANEEL (2008), o 6leo diesel representa 35% do total dos principais
derivados do petréleo, sendo o restante composto por gasolina (20%), ndo energéticos (16%),
6leo combustivel (14%), GLP (11%) e outros energéticos (4%). O setor automobilistico a diesel
possui grande importancia econémica para o Brasil, uma vez que representa a maior parte da
frota do transporte rodoviario (LIMA, 2001).

Acidentes com oleo diesel e outros subprodutos do petroleo acabam se tornando um
evento comum, por serem amplamente utilizados e acarretam impactos negativos ao meio
ambiente. Diversos ecossistemas sofrem influéncia das atividades petroliferas. Porém, devido
aos maiores campos de extracdo de petroleo se situarem em areas costeiras, esses ambientes se
tornam mais propensos a contaminacdo (ARAUJO et al., 2014). Outro problema ambiental
frequente sdo os vazamentos dos tanques de armazenamento em postos de combustiveis,
podendo gerar serios danos ambientais, como por exemplo a contaminacdo das aguas
subterraneas e do solo, o que afeta a qualidade dos recursos hidricos (CETESB, 2011).

Em 1994, ocorreu na cidade de Santa Barbara d’Oeste (SP), um vazamento no tanque de
armazenamento subterrdneo de 6leo diesel em um posto local de gasolina. Entretanto, os
trabalhos de avaliagdo do impacto ambiental s6 comecaram a ser desenvolvidos em 1999
(MARIANO; ANGELIS; BONOTTO, 2007). Em 2007, foi realizado um estudo nessa mesma
regido e constataram a presenca de BTEX nas aguas subterraneas, sugerindo que 0s
hidrocarbonetos retidos ou adsorvidos no solo continuam sendo uma fonte de contaminacéo
cronica na area (MARIANO; ANGELIS; BONOTTO, 2007). A fim de conter as contaminacdes
ocasionadas pelo 6leo diesel e outros derivados do petréleo, muitos estudos vém sendo
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desenvolvidos envolvendo processos de biorremediagdo, que consiste em uma técnica baseada
na utilizacdo de microrganismos para degradar os poluentes dispersos no ambiente
(WATANABE, 2001).

A biodegradabilidade em ecossistemas aquaticos tem como propo6sito avaliar o tempo de
degradacdo e o grau de toxicidade para a biota. A utilizagdo da coluna de Winogradsky,
simulando um ecossistema aquético avalia processos de biodegradacdo. E uma técnica que
permite 0 monitoramento bioldgico e avalia as mudancgas que ocorrem no ambiente atraves do
desenvolvimento das comunidades de microrganismos (SHINZATO, 2015). Essa técnica tem
ganhado atencdo devido a seu baixo custo e a possibilidade de execucdo em lugares de dificil
acesso (TERAMAE, 2011). Para a montagem da coluna sdo colocadas amostras de agua e solo
do ambiente que se pretende analisar, e entdo, a mesma ¢é exposta a luz solar ou artificial. O
desenvolvimento dos microrganismos se da de forma estratificada apds algumas semanas, de
acordo com as condicdes ambientais que ali se estabeleceram (GAMAZO; LOPEZ-GONI;
DIAZ, 2005).

Testes ecotoxicoldgicos também podem ser realizados para verificar a qualidade
ambiental. Sementes de alface (Lactuca sativa) e rdcula (Eruca sativa), por exemplo, podem
ser usadas como organismos padrdo de um grupo trofico para ensaios de toxicidade. Essa
técnica apresenta baixo custo e alta sensibilidade para avaliar diferentes contaminantes. Dessa
maneira, é possivel avaliar a taxa de germinacao das sementes em questdo (SHINZATO, 2015).
A determinacdo de clorofila a é uma analise que pode ser aplicada quando se trata de poluicdo
em ecossistemas aquaticos. A clorofila é um pigmento responsavel pela fotossintese nas plantas,
algas e cianobactérias. A partir dessa avaliacdo € possivel verificar a quantidade de biomassa
fitoplanctdnica, que demonstra o crescimento das algas e cianobactérias (fitoplancton).
Portanto, sendo um indicativo importante para o estudo de avaliagdo de impacto de
contaminantes (CETESB, 2014).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Utilizar a coluna de Winogradsky para avaliar a biodegradacdo e a toxicidade do 6leo

diesel puro em diferentes concentracbes em um ambiente aquoso.

2.2 Objetivos especificos

I.  Avaliar as alteracGes na biota da coluna de Winogradsky contaminada por
diferentes concentracGes de 0Oleo diesel,

[I.  Avaliar fatores como pH e condutividade na coluna;

[ll. Realizar a determinacéo de biomassa por clorofila a;

IV. Verificar a toxicidade do 6leo diesel na coluna de Winogradsky utilizando sementes
de L. sativa (alface) e E. sativa (racula);

V. Acompanhar o crescimento de bactérias heterotréficas através do modo de contagem
de Unidades Formadoras de Col6nias (UFC).
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Petroéleo

O uso do petroleo em construcdes, iluminagédo, pavimentacdo de estradas, e até mesmo
em preservacdo de mumias, faz com que esse produto venha sendo utilizado desde os tempos
pré-historicos para diversos fins. Além disso, é considerado como a principal fonte de energia
da atualidade. E através do petrdleo que se possibilita a realizagdo de inGmeras atividades. Esse
hidrocarboneto é utilizado na formacdo de combustiveis como: gasolina, gas natural, éleo
diesel, 6leo combustivel e querosene. Uma infinidade de produtos também utiliza o petroleo
como matéria-prima, como plasticos, tintas, borrachas sintéticas, cosmeéticos, entre outros que
sdo provenientes da industria petroquimica (MORAIS; CORIOLANO, 2016).

Apesar de todos os beneficios, o petrleo pode acarretar significativos problemas para o
meio ambiente. Em sua composicdo ha a presenca de contaminantes como enxofre e metais
pesados. A grande preocupagdo ocorre durante o transporte de combustivel, quando ha chances
de vazamentos em grande escala de oleodutos e navios petroleiros (THOMAS, 2004). Os
diversos impactos ambientais estdo diretamente ligados ao setor petrolifero, causando a
degradacdo ambiental por diversos fatores, como: derramamento de petroleo, desmatamentos
que séo oriundos devido a suas instalagdes, poluicdo do ar e descarte de residuos (DA SILVA
etal., 2008).

O tratamento de areas contaminadas por petr6leo se torna complexo devido a sua
composicao diversificada. O petréleo é uma mistura complexa, formada a partir de varios
compostos, sendo constituidos em grande parte por hidrocarbonetos. Porém, suas caracteristicas
fisicas e quimicas variam de acordo com sua origem (ANDRADE; AUGUSTO; JARDIM,
2010). Segundo Thomas (2004), a composicdo do petroleo pode ser observada na Tabela 1.

Tabela 1. Composicdo elementar do petréleo.

Elemento % (m/m)
Hidrogénio 11,0-14,0
Carbono 83,0-87,0
Enxofre 0,006 — 8,0
Nitrogénio 0,11-17
Oxigénio 01-2
Metais Até 0,3

Fonte: Adaptado de Thomas (2004).
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O petrdleo também é considerado como uma substancia natural, podendo se apresentar
nos estados fisicos sélido, liquido ou gasoso. Os compostos presentes nos hidrocarbonetos
podem produzir corrosividade, acidez, odor, poluentes e cor, sendo que 0s mais comuns Sao:
agua, asfaltenos, enxofre, nitrogénio, didxido de carbono, oxigénio e compostos metalicos
(CARDOSO, 2005).

Em 2014, considerando o cenario mundial, o petréleo e o gas natural corresponderam a
52,6% da matriz energética, segundo dados do Ministério de Minas e Energia (MME, 2015),
atendendo o setor de transporte, industrial e geracéo de energia elétrica. Isso demonstra a grande
dependéncia que a sociedade possui em relagdo a essas fontes energéticas, que acabaram se
tornando indispensaveis nos tempos atuais (THOMAS, 2004). Porém, tal dependéncia gera
diversos impactos ambientais, fazendo com que 0s governos de diversos paises comegassem a
buscar outras fontes de energias alternativas (ANP, 2019).

Diante disso e dos problemas ocasionados pelo petréleo, diversas técnicas vém sendo
desenvolvidas para solucionar a contaminacao de areas atingidas. Dentre elas, esta a técnica de
biorremediacdo, que € considerada como a mais viavel economicamente e mais promissora para
0 tratamento de ambientes contaminados por petréleo e seus subprodutos (ANDRADE;
AUGUSTO; JARDIM, 2010).

3.2 Oleo diesel

Derivado do petroleo, o 6leo diesel € um combustivel obtido a partir do processo de
refino, sendo constituido principalmente por hidrocarbonetos alifaticos e em menor escala,
contém atomos de enxofre, nitrogénio, oxigénio, metais, entre outros (MENEZES et al., 2006;
SOUZA, 2008). Devido a presenca de compostos volateis, alcanos e naftalenos, o 6leo diesel
acaba tornando-se potencialmente fitotoxico. A sua fitotoxicidade aumenta na seguinte ordem:
gasolina, querosene, diesel e 6leos pesados. Isso sugere que as fracBes mais leves do
combustivel geram menos danos as plantas se comparadas com as fracdes mais pesadas
(CRAFTS; REIBER, 1948). Quando presente no solo, mesmo que em pequenas quantidades, o
0leo diesel pode provocar um aumento na quantidade de microrganismos, uma vez que 0S
hidrocarbonetos podem ser utilizados como fonte de carbono. Porém, quando em quantidades
muito altas, a populacdo de microrganismos pode diminuir, ocasionando uma alteragcdo na
composicdo das comunidades, e consequentemente dos processos microbianos, tais como
atividades enzimaticas (MEYER, 2011).

De acordo com a Agéncia Nacional do Petr6leo (ANP), uma caracteristica que € levada
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em consideracdo para a classificacdo do Oleo diesel € o seu alto teor de enxofre. A
Resolucdo ANP n° 50/2013 (BRASIL, 2013) classifica os 6leos diesel de uso rodoviario em:

1) Oleo diesel A: combustivel produzido nas refinarias e nas centrais de matérias primas,

sem adicéo de biodiesel;

2) Oleo diesel B: dleo diesel A adicionado de biodiesel, com concentracio estabelecida

pela legislacdo vigente.

Em relacdo ao maximo teor de enxofre, seguindo a nomenclatura estabelecida no Artigo
3° da Resolugdo ANP n° 65/2011 (BRASIL, 2011), os oleos diesel citados acima sdo
classificados em:

1) Oleo diesel A S10 e B S10: teor maximo de enxofre de 10 mg/kg;

2) Oleo diesel A S50 e B S50: teor méximo de enxofre de 50 mg/kg;

3) Oleo diesel A S500 e B S500: teor maximo de enxofre de 500 mg/kg;

4) Oleo diesel A S1800 e B S1800: teor méaximo de enxofre de 1800 mg/kg.

Ap0s a revogacdo da lei acima, ficou estabelecido de acordo com a Resolugcdo ANP n°
50/2013 (BRASIL, 2013) que os Oleos diesel A e B devem apresentar as seguintes
nomenclaturas, de acordo o teor méximo de enxofre:

1) Oleo diesel A S10 e B S10: teor méaximo de enxofre de 10 mg/kg;

2) Oleo diesel A S500 e B S500: teor maximo de enxofre de 500 mg/kg.

Ha uma grande preocupacdo quanto a liberacéo de enxofre na atmosfera, principalmente
em relacdo a chuva 4cida, uma vez que tal evento pode ocasionar danos a salde, a agricultura
e as construcdes. A fim de reduzir a emissdo de material particulado, e consequentemente a
poluicdo do ar, o diesel S1800 foi substituido pelo S500 e sua comercializacdo foi vetada em
2014. J& o diesel S50 foi substituido pelo S10 e deixou de ser comercializado em 2013. Todas
as medidas foram tomadas devido as exigéncias estabelecidas pela Resolucdo n° 415/2009 do
Conselho Nacional do Meio Ambiente - CONAMA (BRASIL, 2009, DUARTE, 2016).

3.3 Biorremediacéo e Biodegradacéao

O processo de biorremediagéo consiste na utilizagdo de microrganismos para degradar
poluentes dispersos no ambiente (WATANABE, 2001). Geralmente, as bactérias sdo as mais
empregadas nessa técnica, sendo consideradas como o elemento principal em trabalhos que
envolvem biodegradagdo de contaminantes. Esses microrganismos conseguem transformar
contaminantes potencialmente perigosos em compostos menos danosos para o ser humano e
para o meio ambiente (NRC, 1993).
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As técnicas de biorremediacdo podem ser realizadas in situ, ou seja, a remediacdo é feita
diretamente no local da contaminacgéo, ou ex situ, quando o material contaminado € removido
e destinado ao local de tratamento (MARGESIN; ZIMMERBAUER; SCHINNER, 2000). O
processo in situ € o mais empregado no mundo, pois 0s custos de aplica¢do dessa técnica tendem
a ser mais baixos e 0s impactos ambientais envolvidos sdo menores. Porém, apesar do processo
ex situ causar mais impactos e gerar mais custos devido a remoc¢do do material contaminado,
essa técnica apresenta vantagens, pois ha a possibilidade de controlar os fatores ambientais que
estimulam a biodegradacdo (ANDRADE; AUGUSTO; JARDIM, 2010, BOOPATHY, 2000).

Independentemente do local de aplicagdo, tanto a biorremediagdo como as demais
técnicas de degradagdo, apresentam como objetivo principal a mineralizacdo completa dos
contaminantes. Ou seja, apresentar como produto final elementos que possuem pouca ou
nenhuma toxicidade, como &gua e gas carbdnico. Portanto, para que a biodegradacéo ocorra, 0s
microrganismos devem estar ativos para que possam realizar suas tarefas, e assim,
metabolizarem substancias organicas, das quais se obtém nutrientes e energia (ANDRADE;
AUGUSTO; JARDIM, 2010).

A biorremediacdo pode ocorrer de forma aerdbia ou anaerdbia, requerendo oxigénio ou
hidrogénio, respectivamente. No processo aerobio, o oxigénio atua como receptor de elétrons e
o0 hidrocarboneto é oxidado devido a atuacdo de enzimas oxigenases. J& 0 processo anaerobio
requer um meio redutor, e s6 ocorre devido a acdo de espécies doadoras de elétrons, sendo
responsaveis pela degradacdo de poluentes halogénicos (ANDRADE; AUGUSTO; JARDIM,
2010). Para se aplicar qualquer método de biorremediacao € necessario que seja feito um estudo
criterioso prévio, considerando qual o tipo e a quantidade do poluente, os custos para
implementa-lo e principalmente, a concentracdo final ao término do tratamento (MORAIS;
CORIOLANO, 2016). Assim como outras técnicas, a biorremedia¢do também apresenta suas
vantagens e desvantagens no tratamento de contaminantes (Tabela 2).

Tabela 2. Vantagens e desvantagens da biorremediacéo (continua).
Vantagens
- A limpeza ocorre in situ, eliminando o transporte de residuos perigosos e custos de
responsabilidade;
- Residuos organicos perigosos podem ser destruidos em vez de transferidos de uma fase
para outra, eliminando assim a responsabilidade a longo prazo;
- Conta com processos de biodegradacdo enddgenos que podem ser mais rapidos e mais
baratos;
- Minimo distarbio ambiental e do solo;
- Pode ser usado em conjunto com outras tecnologias de tratamento.
Fonte: Adaptado de Decesaro (2013).
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Tabela 2. Vantagens e desvantagens da biorremediacéo (continuacéo).
Desvantagens

- Alguns residuos, como 0s metais pesados, ndo sdo eliminados pelos processos
biolégicos (embora muitos metais possam ser biorreduzidos ou bio-oxidados para menos
toxicos e formas menos moveis);

- Pode requerer monitoramento extensivo;

- Requisitos e eficiéncia de remogédo podem variar consideravelmente de um local para o
outro;

- Alguns contaminantes podem estar presentes em altas concentragdes que inibem 0s
microrganismos;

- Hd um risco para acumulacdo de produtos tdxicos da biodegradacdo
Fonte: Adaptado de Decesaro (2013).

Através da acdo enzimatica de microrganismos presentes no ambiente, ocorre a
biodegradacdo (ALEXANDER, 1981, ATLAS, 1981). Devido a habilidade em degradar uma
ampla variedade de substancias xenobidticas, as bactérias, fungos e leveduras séo considerados
como os principais agentes biotransformadores (URURAHY et al., 1998). Por serem fontes de
carbono, compostos derivados do petréleo e Gleos vegetais estdo sujeitos a tal processo. No
entanto, a biodegradacdo de hidrocarbonetos complexos exige a cooperacao de mais de uma
espécie microbiana para que 0s compostos sejam completamente mineralizados. Dessa forma,
associa¢Oes microbianas permitem a degradagdo mais rapida de compostos mais complexos
devido a uma capacidade enzimatica mais ampla (GHAZALI et al., 2004).

Aplicacdes de técnicas in situ de biorremediacdo ja foram realizadas em casos de
derramamento de petroleo. Em 1989, o navio petroleiro Exxon Valdez despejou 37 mil
toneladas de Oleo na regido costeira do Alasca. Por meio da técnica de bioestimulacdo foi
possivel acelerar o desenvolvimento e a atividade da microbiota local através da aplicacdo de
nutrientes, resultando na biodegradacdo do 6leo na regido contaminada (FUENTES et al.,
2014).

Sendo assim, em seu sentido amplo, a biodegradagdo ambiental mostra-se como uma
alternativa vidvel na aplicabilidade de técnicas de remediacdo, abrangendo aspectos
socioeconémicos relevantes (MELO et al., 2001), além de ser uma ferramenta de menor

impacto ambiental e com um maior custo-beneficio (DUARTE, 2016).
3.4 Coluna de Winogradsky
Muito utilizada em estudos de contaminacao aquatica, a coluna de Winogradsky foi criada

em 1880, pelo microbiologista Sergei Winogradsky. A coluna permite simular um ambiente
aquético e observar o crescimento e as funcdes de diferentes grupos de microrganismos. Ela é
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composta por nutrientes, dgua e solo do ambiente ao qual se pretende analisar (Figura 1). Ap6s
sua montagem, a mesma é exposta a luz solar ou artificial, e entdo surgem estratificacdes de
grupos de microrganismos de acordo com as condi¢fes ambientais estabelecidas (GOMES et
al., 2011).

Na camada mais superficial da coluna ocorre o aparecimento de algas e cianobactérias,
que produzem oxigénio e mantém a zona aerobia. Essa regido apresenta a menor porcentagem
de enxofre devido ao oxigénio produzido e a presenca de bactérias oxidantes de enxofre,
chamadas de bactérias quimiolitotréficas. Nas partes mais profundas da coluna, denominadas
de zona anaerobia, surgem microrganismos que consomem o oXigénio do sedimento e da agua,
favorecendo o surgimento de microrganismos anaerdébios ou fermentativos. Os produtos finais
do processo de decomposicdo fermentativa sdo: acidos organicos, alcoois e Hz, que sdo
utilizados como substrato para as bactérias redutoras de sulfato (TERAMAE, 2011). Na
denominada zona microaerdfila € possivel observar uma coloracdo mais avermelhada devido a
presenca de bactérias purpuras nao sulfurosas. Esses microrganismos ndo toleram gradientes
elevados de sulfeto de hidrogénio, sdo fotoheterotroficos e se desenvolvem em condicdes
anaerébias. O oxigénio presente nessa regido € a difusdo da zona aer6bia, tendo sua
concentracdo limitada (LAZARO, 2009).

Figura 1. Esquema da coluna de Winogradsky.
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Fonte: Sousa (2013).

3.5 Ecotoxicologia

A ecotoxicologia é a parte da toxicologia que estuda os efeitos tdxicos causados por
poluentes naturais ou sintéticos nos ecossistemas (FORBES, 1993). Pressupde-se 0 uso de testes
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de toxicidade com organismos, que sdo chamados de bioensaios, com a finalidade de avaliar o
grau de toxicidade ou o efeito biologico da substancia (USEPA, 1988). Testes ecotoxicologicos
utilizando vegetais sdo muito comuns, uma vez que constituem um recurso pratico de baixo
custo e alta sensibilidade na presenga de substancias toxicas (PELEGRINI et al., 2006). A
toxicidade de uma substancia pode variar de um organismo para outro, visto que a mesma
substancia pode ser téxica para um individuo e inofensiva para outro. Ou entdo, em
determinadas dosagens a mesma substancia pode ser inofensiva, e em concentragcdes maiores
pode se tornar toxica (RODRIKS, 1994).

Ambientes aquaticos sdo muito suscetiveis a contaminacao por petroleo e seus derivados,
sofrendo com os efeitos quimicos gerados pela toxicidade do poluente e com os efeitos fisicos
acarretados pelo recobrimento do 6leo. O contato dos animais marinhos com a parcela toxica
do 6leo pode levar & morte por intoxicacdo. Por serem relativamente sollveis em agua, 0
benzeno, o tolueno e o xileno sdo compostos muito prejudiciais, pois podem tornar 0s
organismos marinhos mais vulneraveis atraves da absorcao desses contaminantes. Outro grupo
de compostos aromaticos altamente toxicos sdo os HPAs, podendo gerar efeitos carcinogénicos
no homem e nos organismos marinhos (CETESB, 2015).

Os testes toxicoldgicos se baseiam nos diversos efeitos gerados por um composto para
determinar o grau de toxicidade do mesmo. Segundo a CETESB (2015), os principais efeitos
gerados pela interagdo do 6leo com os organismos sao: morte direta por recobrimento e asfixia,
morte direta por intoxicacdo, morte de larvas e recrutas, reducdo na taxa de fertilizacdo,
perturbacdo nos recursos alimentares dos grupos tréficos superiores, bioacumulacgéo,
incorporagéo de substancias carcinogénicas e efeitos indiretos subletais.

Geralmente, em ambientes aquaticos costuma-se empregar testes de toxicidade cronica.
Esses testes sdo realizados para determinar o efeito do contaminante nos organismos ap6s um
longo periodo de exposicdo a amostra (CETESB, 2015, COSTA et al., 2008). Ja os testes de
toxicidade aguda tém como objetivo avaliar os efeitos gerados nos organismos por um curto
periodo de exposicdo. O propoésito € determinar a concentragdo de uma substancia teste, a qual
produz efeitos deletérios em organismos sob condi¢bes controladas. Observa-se entdo a
letalidade do composto, ou seja, a partir de qual concentracdo o agente toxico causa a
mortalidade de 50% (CL50) das espécies-teste (RAND; PETROCELLI, 1985). Sendo assim, é
possivel prevenir a degradacdo ambiental através de estudos ecotoxicologicos, uma vez que se
tem a possibilidade de realizar avaliagdes de risco, identificando os efeitos adversos resultantes
da exposicdo de um ambiente a um ou mais fatores de estresse ambiental (TERAMAE, 2011).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta

A coleta de agua e sedimentos foi realizada no campus da Unesp de Rio Claro (SP), no
lago do Departamento de Biologia. O solo foi coletado no Departamento de Biologia Geral e
Aplicada. O lago foi escolhido para a coleta de 4gua devido a presenca de vegetacdo, pequenos
vertebrados e material em degradacgéo, simulando um lago natural.

4.2 Local dos experimentos

Todos os experimentos foram realizados no laboratério Multidisciplinar de Pesquisas do
Meio Ambiente, do Departamento de Biologia Geral e Aplicada do Instituto de Biociéncias da
Unesp — Campus de Rio Claro (SP).

4.3 Coleta do poluente

O dleo diesel utilizado nos experimentos foi cedido pela Refinaria do Planalto (REPLAN

- Petrobras) em Paulinia, SP.

4.4 Montagem das colunas de Winogradsky

Para a montagem das colunas foram utilizadas 8 garrafas plasticas de 1,5 L, previamente
cortadas e limpas. Para cada coluna foram utilizados 100 g de sedimento do campus, 4,5 g de
sulfato de sodio (Na2SQa4), 0,2 g de carbonato de sodio (Na.CO3), 0,2 g de fosfato de dipotéssio
(K2HPOy4), 0,5 g de sulfato de amonio [(NH4)2SO4], 0,5 g de fonte de carbono (filtro de papel
desfiado) e 1000 mL de agua do local de coleta. O procedimento foi baseado na metodologia
de Loss et al. (2013).

Apdbs a montagem, as colunas foram expostas a luz solar para favorecer o crescimento de
organismos fotossintetizantes em diferentes profundidades da camada de sedimento (Figura 2).
O desenvolvimento de populagdes heterotroficas e fotoautotrdéficas, como por exemplo as
bactérias do enxofre anaerdbias, ocorre a partir do enriquecimento do sedimento com sulfatos,
sulfetos e carbono organico (GRANT; LONG, 1989).

Com o intuito de analisar e acompanhar o desenvolvimento do ambiente com a adi¢do de
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diferentes concentragdes de dleo diesel, as colunas receberam os tratamentos descritos na
Tabela 3.

Tabela 3. Concentracdo de 6leo diesel puro, em mL, para cada tratamento da coluna de
Winogradsky.

Tratamento Volume de 6leo diesel puro (mL)
Controle A (CA)
Controle B (CB)

Tratamento 1A (1A)

Tratamento 1B (1B)

Tratamento 2A (2A)

Tratamento 2B (2B)

Tratamento 3A (3A)

Tratamento 3B (3B) 10
Fonte: A autora (2021).
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Figura 2. Colunas de Winogradsky logo apds a montagem.

Fonte: A autora (2021).

4.5 Analises fisico-quimicas

Seguindo a metodologia de APHA (2012), a determinacdo de pH foi realizada
semanalmente, durante todo o experimento. Foi utilizado um pHmetro Digimed DMPH-2
calibrado com solugbes tampdes de pH 4 e 7 (Figura 3). A medida de pH foi realizada
diretamente na amostra. As medi¢des de condutividade elétrica foram realizadas nas mesmas
condicdes, utilizando o condutivimetro Tecnopom CA150 (Figura 4).



Figura 3. Equipamento

Fonte: A autora (2021).

Figuna 4. Condutivimetro Tecnopom CA150.
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Fonte: A autora (2021).

4.6 Analises microbioldgicas

nHmetro Digimed DMPH-2.

21

Bactérias heterotréficas utilizam compostos organicos como fontes de carbono, e estao

presentes em todos o0s tipos de agua, solo, vegetacdo ou ar. Tais bactérias possuem a capacidade
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de se multiplicarem ap6s degradar compostos e utiliza-los como fonte de nutricdo, o que é
considerado como um importante indicador da qualidade microbiol6gica da agua (CETESB,
2006). Para a realizacdo do estudo foi utilizada a técnica de Pour Plate descrita por APHA
(2012) e pela Norma Técnica L5.201 da CETESB (2006).

4.6.1 Preparo da &gua de diluigéo

Para o preparo da agua de diluicdo sdo feitas duas solucGes que em seguida foram
utilizadas para o preparo de uma terceira solucdo. Para a solugdo 1 foi utilizado 34 g de fosfato
de potassio monobasico (KH2PO.) dissolvido em 500 mL de agua destilada. Para a solucéo 2
pesou-se 81,1 g de cloreto de magnésio hexahidratado (MgCl. 6H20) e diluiu-se em 1 L de
agua destilada. Por fim, para o preparo da solugdo 3 adicionou-se 0,25 mL da solugcdo 1 e 1 mL
da solucdo 2 em um baldo volumétrico de 200 mL. O baldo volumétrico foi completado com
agua destilada. A cada 15 dias, foram preparados 24 tubos de ensaio contendo 9 mL de solucao
salina (solugéo 3), para que posteriormente fosse realizada uma dilui¢éo seriada. Os tubos de
ensaio foram tampados com algodao, vedados com papel aluminio, e esterilizados em autoclave
(Figura 5).

Figura 5. Autoclave utilizada para a esterilizacdo dos materiais.
(™

A

Fonte: A autora (2021).
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4.6.2 Preparo do meio de cultura Plate Count Agar

Para o preparo do meio de cultura foi utilizado 8,2 g de PCA (Plate Count Agar) e foi
dissolvido em 400 mL de &gua destilada. Apds o preparo, o meio foi esterilizado em autoclave
a 120 °C na pressdo, por cerca de 20 minutos. Além do meio de cultura, foram esterilizadas 16
placas de Petri e uma caixa de ponteiras (1000 puL). Em seguida, os materiais foram levados

para a cabine de fluxo laminar devidamente esterilizada.

Figura 6. Meio de cultura Plate Count Agar.

o T
Fonte: A autora (2021).

4.6.3 Diluicédo seriada e inoculacéo das placas

As diluicBes seriadas foram realizadas dentro de uma cabine de fluxo laminar, esterilizada
com alcool e com o uso da luz ultravioleta (por cerca de 10 minutos), garantindo que ndo haja
contaminacdo no experimento. Os materiais autoclavados foram levados para dentro da cabine
e rotulados de acordo com a amostra correspondente e o grau de dilui¢do. As diluicGes seriadas
foram feitas com o auxilio de uma pipeta de 1000 L, também esterilizada, transferindo 1 mL
da amostra para os tubos de ensaio. Ao todo foram realizadas 3 diluicGes para cada amostra,
totalizando 24 tubos de ensaio. Posteriormente, foi realizada a inoculagdo das placas em
duplicata, adicionando-se 1 mL da amostra diluida e 20 mL do meio de cultura (Figura 7). As
placas foram agitadas gentilmente, com movimentos em formato de 8, para garantir a mistura
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do meio de cultura e da amostra. Por fim, todas as placas foram vedadas com plastico filme,
para evitar a contaminac&o, e levadas para a incubadora a 28 °C durante 48 horas (Figura 8).

Figura 7. Placas inoculadas apos a diluicdo seriada.

Fonte: autora (2021).

Figura 8. Incubadora utilizada para os testes microbioldgicos.

Fonte: A autora (2021).

4.6.4 Contagem de UFCs

Apds o periodo de 48 horas, foi realizada a contagem de Unidades Formadoras de
Col6nias (UFC, Figura 9), com o auxilio de um contador de colénias mecéanico (Figura 10). Os
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valores obtidos ao fim da contagem foram multiplicados pelo grau de diluigéo realizado.
UFC/mL = n° de coldnias x 103
Ao fim da contagem, as placas foram esterilizadas em autoclave (121°C, 15 minutos),
para eliminacdo do material bioldgico e posterior descarte.

Figura 9. Placa de Petri com Unidades Formadoras de Colonia.

Fonte: A autora (2021).

Figura 10. Contador de col6nias mecanico.

Fonte: A autora (2021).

4.7 Teste de pigmento fotossintético: clorofila a

A clorofila a € um pigmento responsavel pelo processo de fotossintese e pela coloracgao
verde das plantas. Ela pode ser encontrada em grupos de algas e cianobactérias e é
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frequentemente utilizada como indicadora da biomassa fitoplanctdnica, ou seja, é considerada
como indicadora do processo de crescimento de algas e cianobactérias pelo enriquecimento de
nutrientes, fenbmeno conhecido como eutrofizagdo (CETESB, 2014). A quantificacdo de
clorofila a nas amostras foi realizada de acordo com o protocolo da CETESB (2014) e baseada
nas equacoes de Jeffrey e Humphrey (1975).

Para realizar a extracdo de clorofila foi utilizado uma bomba a vacuo, onde foi filtrado
cerca de 15 mL de cada amostra, utilizando um filtro de membrana (0,22 um) (Figura 11 e
12). Apos a filtragem, o filtro foi passado para um tubo de centrifuga e adicionado 10 mL de
acetona 90% em cada tubo (Figura 13). Ao fim dessa etapa, os tubos foram levados ao banho
maria a 75 °C por 5 minutos. Em seguida, ao banho de gelo por 5 minutos, e posteriormente a
geladeira por um periodo de 24 horas. A leitura foi realizada no espectrofotdmetro UV-2401
PC, utilizando cubetas de quartzo de 1 cm. As leituras foram feitas nos espectros de 630, 647 e
664 nm, contra o branco de acetona 90%. Os valores obtidos foram colocados na equacéo de
Jeffrey e Humphrey (1975), para calcular a concentracao de clorofila a em cada amostra.

. Cl(a): (11,85.E664 - 1,54.E647 - 0,08.E630)

Os valores foram expressos em ug.mL'l.

Figura 11. Filtracdo com o uso da bomba a vacuo.

Fonte: A autora (2021).
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Figura 12. Filtro de membrana apds a filtracéo.

Fonte: A autora (2021).

Figura 13. Tubos de centrifuga apds a extracéo de clorofila.

Fonte: A autora (2021).

4.8 Ensaios de fitotoxicidade com sementes de L. sativa e E. sativa

Os testes de fitotoxicidade foram feitos utilizando sementes de L. sativa (alface) e E.
sativa (rucula), ambas da marca Isla Park® e livres de defensivos agricolas, indice de 98% de
desempenho germinativo e 100% de pureza. Nenhuma das sementes possuem melhoramento
genético ou transgénico.

As placas de Petri utilizadas no teste foram esterilizadas antes do uso. Foi colocado papel
de filtro recortado no fundo das placas. Em seguida, adicionou-se 3 mL de cada amostra no
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papel de filtro. Apos essa etapa foram alocadas 20 sementes de L. sativa em triplicata (Figura
14). O mesmo procedimento foi realizado com as sementes de E. sativa. As placas contendo
as sementes foram vedadas com plastico filme para evitar a contaminagdo e a perda de
umidade. Sobre as placas foi colocada uma camada de papel aluminio, simulando um
ambiente escuro para sua germinacao. As placas foram levadas para a cAmara de germinacéo
(BOD), onde foramincubadas durante 5 dias, a 21 °C. Apoés esse periodo, foram mensuradas as
radiculas, em centimetros, e verificado o nimero de sementes germinadas (MONTEIRO;
DELLAMATRICE, 2006). Como controle positivo foi utilizado o sulfato de zinco 0,05 mol/L
e como controle negativo, agua deionizada.

O procedimento foi realizado seguindo o teste descrito por Sobrero e Ronco (2004) e
Monteiro e Dellamatrice (2006) com modificacdes e visa através dos calculos de Germinacao
Relativa (Equacdo 1) e Elongacdo Radicular Relativa (Equagdo 2). O fator entre a enlongacao
da radicula e germinacdo de sementes é avaliado pelo Indice de Germinacdo (Equacio 3)
(ARAUJO et al., 2010).

_ Numero de sementes germinadas na Amostra _, 100

(1) Germinagdo Relativa (%) =— -
Numero de sementes germinadas no Controle

(2) Enlongagdo Radicular Relativa (%) =_Enlongamento Médio na dmostra . 1)
Enlongamento Médio no Controle

Germinagio Relativa(%)xEnlongacdo Radicular Relativa(%)

(3) Indice de Germinacdo (%) = T

Figura 14. Sementes de alface distribuidas na Placa de Petri.

Fonte: A autora (2021).
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4.9 Tratamento e descarte de residuos da pesquisa

Todo residuo quimico dos materiais utilizados no processo de pesquisa foi destinado para
a area de residuos do Departamento de Biologia Geral e Aplicada, em frascos devidamente
rotulados e estes foram acumulados no local. Todo o residuo biologico foi levado para a

autoclave, onde foi realizada a esterilizacdo para evitar uma possivel contaminacao.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Colunas de Winogradsky

Ao contaminar as colunas de Winogradsky com diferentes concentracGes de 6leo diesel
puro, sendo elas 0, 1, 5 e 10 mL, foram analisados os impactos do contaminante em relacéo ao
tempo de exposicdo (60 dias) e em relagdo as diferentes concentracGes através dos testes
anteriormente citados. As figuras mostradas a seguir apresentam a alteracdo na coloracao das
colunas de Winogradsky durante todas as semanas do experimento, sendo também possivel, ter
uma interpretacédo visual dos resultados (Figura 15 - 23).

Figura 15. Colunas de Winogradsky de todos os tratamentos no
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primeiro dia do experimento.

Fonte: A autora (2021).

Figura 16. Colunas de Winogradsk

na segunda semana do experimento.
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Fonte: :A autora (20>21).-



Figura 17. Colunagde Winogradsk
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Fonte: A autora (2021).

guarta semana do experimento.

Figura 18. Colunas dg Winogradsky na
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Fonte: A autora (2021).

y na terceira semana do experimento.
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Figura 20. Colunas gp Winogradsky na sexta semana do experimento.
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Fonte: A autora (2021).

Figura 21. Colunas de Winggrad.ski na sétima semana do experimento.
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Fonte: A autora (2021).

Figura 22. Colunas de Winog@_ds

na oitava semana do experimento.
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Fonte: A autora (2021).
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Figura 23. Colunas de Winogradsky na nona semana do experientcl;’-(irnal).

Fonte: A autora (2021).

Considerando até a segunda semana do experimento, todas as colunas apresentaram uma
coloragcdo mais clara. A partir da terceira semana foi possivel notar uma maior diferenca na cor
da agua entre as colunas. A coluna 3A apresentou a coloracdo mais clara, se comparada com as
demais. Na quinta semana, a coluna correspondente ao controle B estava visivelmente mais
verde, seguida pelo controle A, indicando maior presenca da microbiota fitoplanctonica. Ambas
as colunas ndo receberam adicdo de dleo diesel. A partir da sexta semana, todas as colunas se
mostraram mais esverdeadas, com excecdo das colunas 2A e 3A, que correspondem
respectivamente a presenca de 5 mL e 10 mL de 6leo diesel. Isso indica uma possivel influéncia
do contaminante no crescimento de organismos fotossintetizantes.

5.2 pH e condutividade elétrica

As analises de pH permaneceram constantes durante todo o tempo do experimento. Na
primeira semana os valores foram altos para todas as amostras, tendo uma leve queda a partir
da segunda semana (Tabela 4). No decorrer do tempo ndo houve grandes alteragdes, tendo 0s
valores de pH variando entre 6 e 7,6. As colunas correspondentes aos tratamentos 3A e 3B,
ambas contendo 10 mL de 6leo diesel, obtiveram valores altos de pH durante todo o tempo de
analise, indicando uma possivel influéncia do contaminante (Figura 24).



Tabela 4. Resultados da variagéo de pH em relagdo ao tempo (dias).
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H
Tempo Controle Controle Tratamento TratamentoIo Tratamento Tratamento Tratamento Tratamento

A B 1A 1B 2A 2B 3A 3B
0 7,45 7,46 7,42 7,26 7,39 7,28 7,25 7,21
7 6,1 6,77 6,86 6,97 6,97 6,92 7,15 7,35
14 5,95 6,18 6,38 6,39 6,48 6,46 6,56 7,62
21 6,05 6,41 6,47 6,51 6,69 6,7 7,13 7,31
28 6,54 6,01 6,73 6,7 6,91 6,79 75 7,16
35 6,01 6,45 6,49 6,49 6,57 6,58 7,58 7,63
42 6,13 6,45 6,48 6,59 6,73 6,81 7,51 7,54
49 6,45 6,7 6,59 6,67 6,72 6,72 7,45 7,46
56 7,16 7,25 7,04 6,99 7 6,94 7,56 7,58

Fonte: A autora (2021).

Figura 24. Gréafico contendo as variacdes de pH em funcdo do tempo. (C) Tratamento

controle; (1) Tratamento 1; (2) Tratamento 2; (3) Tratamento 3; A e B sdo as
duplicatas, paraos ensaios da coluna de Winogradsky.
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Fonte: A autora (2021).

Em relacdo a condutividade elétrica, os valores obtidos apresentaram maiores variagdes

(Tabela 5). Houve um padré@o que se repetiu para todas as amostras, no qual a condutividade

elétrica aumentou até a quarta semana e depois houve uma estabilizacdo nos valores nas

semanas seguintes (Figura 25). No tempo 0, os valores estavam baixos, indicando baixa

condutividade elétrica inicial. Na semana seguinte, houve um aumento consideravel nos
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valores, sendo que a coluna Controle A obteve o valor mais elevado, 3,67 uS/cm. Apos a quarta
semana houve a estabilizacdo nos valores de condutividade. I1sso pode estar relacionado com a
estabilizacdo da comunidade microbiana nas colunas de Winogradsky, visto que esta tende a
ocorrer apds 4 semanas (SOUSA, 2013).

Tabela 5. Resultados das variac6es de condutividade elétrica em relacdo ao tempo (dias).
Condutividade elétrica

Tempo Controle Controle Tratamento Tratamento Tratamento Tratamento Tratamento Tratamento

A B 1A 1B 2A 2B 3A 3B
0 0,69 0,6 0,38 0,61 0,26 0,24 0,24 0,27
7 3,67 1,78 2,09 2,12 1,96 2,01 15 1,22
14 3,27 3,3 2,86 3,24 3,08 3,12 4,91 3
21 5,82 5,78 5,59 572 5,69 5,67 5,77 5,78
28 6,22 6,1 6,2 6,28 6,25 6,3 6,31 6,25
35 6,06 5,99 6,18 6,23 6,22 6,26 6,26 6,18
42 6,01 5,91 6,33 6,27 6,21 6,24 6,27 6,2
49 5,92 5,72 6,14 6,05 6,03 6,1 6,07 6,01
56 6,31 6,19 6,62 6,52 6,52 6,51 6,49 6,47

Fonte: A autora (2021).

Figura 25. Gréfico contendo as varia¢@es de condutividade elétrica em funcéo do tempo. (C)
Tratamento controle; (1) Tratamento 1; (2) Tratamento 2; (3) Tratamento 3. A e B séo as
duplicatas, para os ensaios da coluna de Winogradsky.
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Fonte: A autora (2021).
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5.3 Bactérias heterotroficas

Em relacdo ao crescimento das bactérias heterotroficas, no geral, houve o crescimento
microbiano, estabilizagdo e queda, em tempos diferentes para cada coluna durante o
experimento. As colunas Controle A e Controle B apresentaram leves quedas ao longo do tempo
(Tabela 6). Os tratamentos 1A e 1B, ambos contendo 1 mL de 6leo diesel, apresentaram um
pico de crescimento em 30 dias, tendo uma queda na comunidade microbiana nas semanas
seguintes.

As colunas correspondentes aos tratamentos 2A e 2B apresentaram seus picos de
atividade microbiana em tempos diferentes. A coluna 2A obteve maior atividade em 15 dias e
a coluna 2B em 30 dias, que correspondem respectivamente a terceira e quinta semana do
experimento (Tabela 6). O mesmo ocorreu para os tratamentos 3A e 3B, no qual foi registrado
um pico de crescimento durante a quinta semana para a coluna 3A, sendo de 356.000 UFCs/mL
e de 203.000 UFCs/mL durante a terceira semana para a coluna 3B.

Tabela 6. Resultados da contagem de UFCs/mL em relagdo ao tempo (dias).

UFC/mL
Tempo Controle Controle Tratamento Tratamento Tratamento Tratamento Tratamento Tratamento
A B 1A 1B 2A 2B 3A 3B

0 225.500 153.500 100.000 66.500 110.500 193.500 143.500 121.000
15  204.000 131.000 120.500 150.500 270.000 186.500 162.000 203.000
30 194500 120.000 201.000 228.000 256.000 244.000 356.000 186.500
45  171.000 106.500  157.000 113.000 99.000 138.000 86.000 175.000

60 70.000 88.500 107.000 119.000 81.000 144.000 66.500 125.000
Fonte: A autora (2021).

Durante a Gltima semana do experimento foi possivel observar que as colunas 1A, 1B,
2B e 3B apresentaram valores de UFCs maiores se comparados com as colunas controle (CA e
CB), sendo os valores 107.000, 119.000, 144.000 e 125.000 UFCs/mL, respectivamente. I1sso
sugere que 0s microrganismos presentes conseguiram se desenvolver biodegradando o

contaminante (Figura 26).
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Figura 26. Grafico contendo os resultados da variagdo de UFCs/mL em fun¢do do tempo. (C)

Tratamento controle; (1) Tratamento 1; (2) Tratamento 2; (3) Tratamento 3. A e B séo as
duplicatas, para os ensaios da coluna de Winogradsky.
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5.4 Extracao de clorofila a

Os valores de clorofila a apresentaram alteracGes significativas apos os 15 dias do
experimento, tendo uma queda relevante nos valores (Figura 27). A quantidade de pigmento

Tempo (dias)
Fonte: A autora (2021).

no inicio foi mais alta devido a maior disponibilidade de nutrientes nas colunas, o que

provocaum aumento da biomassa, caracterizando um aumento de algas. A partir do dia 30

houve umdecréscimo de clorofila a nas colunas, que pode estar relacionado com o declinio

dos nutrientes ao longo do tempo e com o consumo dos mesmos pelas algas

(VERCELLINO; BICUDO, 2006).
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Figura 27. Gréfico contendo as varia¢des de clorofila a em funcéo do tempo. (C) Tratamento
controle; (1) Tratamento 1; (2) Tratamento 2; (3) Tratamento 3. A e B sdo as duplicatas, para
0s ensaios da coluna de Winogradsky.
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Fonte: A autora (2021).

No geral, os valores registrados na Tabela 7, as colunas controle (CA e CB) obtiveram
maiores quantidades de clorofila a em comparagdo com os outros tratamentos. Em 30 dias, a
coluna Controle A apresentou um valor de 1,25671 ug.mL™, enquanto que na mesma semana a
coluna 3A obteve um valor de apenas 0,47706 ug.mLt. O mesmo ocorreu em 45 dias, quando
a coluna Controle B registrou uma quantidade de 1,37475 ug.mL™? e a0 mesmo tempo, a
coluna3A chegou a uma quantidade de apenas 0,26685 ug.mL™. Apenas na Gltima semana do
experimento houve uma excecdo para a coluna 2A, que registrou uma quantidade maior de
clorofila, sendo de 0,65821 ug.mLt. O menor valor registrado foi de 0,12233 ug.mL™ para a
coluna correspondente ao tratamento 3B, também na Ultima semana do experimento.

Tabela 7. Resultados da quantidade de clorofila a nas amostras em relacdo ao tempo (dias).

Clorofila A (ug.mL(-1))

TempoControle Controle Tratamento Tratamento Tratamento Tratamento Tratamento Tratamento

A B 1A 1B 2A 2B 3A 3B
0 4,335 4,27962 4,33733 4,53613 4,29795 4,21978 4,33026 4,21287
15 455821 4,5669  4,48166 4,53451 4,54636 4,53443 4,54474  4,54466
30 1,25671 0,98835 0,56017 0,80823 0,53979 0,83355 0,47706 0,60611
45 1,14051 1,37475 0,30987 0,25651 0,21262 0,40262 0,26685 0,34673
60 0,36237 0,37082 0,27049 0,33357 0,14263 0,65821 0,16862 0,12233

Fonte: A autora (2021).
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A partir dos dados registrados foi constatado que o 6leo diesel influenciou na quantidade
de clorofila a nas colunas. Todas as amostras que contém adi¢do do contaminante, sendo elas
de1 (1A e 1B),5(2A e 2B) e 10 mL (3A e 3B), apresentaram valores mais baixos do pigmento
fotossintético em comparagcdo com as colunas controle (CA e CB), que ndo contéem adicdo de
6leo diesel.

5.5 Ecotoxicidade em sementes de L. sativa (alface) e E. sativa (rucula)

5.5.1 Anédlise da porcentagem de germinacédo relativa

A éagua (controle negativo), apresentou 100% de germinacéo relativa na primeira e na
Gltima semana (Tabela 8 e 9, Figura 29 e 30). Os outros tratamentos apresentaram porcentagens
menores de germinacdo relativa. As colunas controle (CA e CB) também apresentaram taxas
menores que o controle negativo, possivelmente por conta da atividade microbiana e dos
compostos presentes na dgua. Durante as duas semanas que foram realizados os experimentos
de fitotoxicidade nas sementes, notou-se que as colunas com maiores concentracdes de 6leo
diesel apresentaram menores taxas de