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RESUMO

HPAs, anédlises microbioldgicas, topografia e biopolimeros foram determinados em
sedimentos coletados no Manguezal de Surui, Baia de Guanabara, Rio de Janeiro
(Brasil). Foram coletadas 23 amostras superficiais em julho de 2005 e 4 testemunhos em
2008. A topografia do Manguezal de Surui apresentou uma rampa suave a partir da
margem da Baia de Guanabara, a qual facilita entrada da maré e ondas de tempestade que
revolvem o sedimento criando cristas de arenosas (chernies) nas por¢des mais altas. Por
vezes as areias sdo espalhadas pelo manguezal e ao centro do manguezal podemos
observar um local de deposicao tanto de sedimentos finos como de susbtancias carreadas
pela maré. A granulometria das amostras superficiais determinou uma maior quantidade
de grdos arenosos, cerca de 50%-80% e silte de 20% - 50%. Este tipo de grao favorece a
antenuacdo natural de hidrocarbonetos que se apresentaram em todas as amostras, mas
devido a quantidade de matéria organica cerca de 10%, rica em biopolimeros
(carboidratos 398-1760 ng/g, proteinas 118-824 ng/g e lipidios 12.4-154 pg/g) esses
compostos se depositaram nos sedimentos, tanto de superficie como os profundos. A
presenca de subtancias como o fenol (146 ng/g) indicam maior quantidade de descargas
terrestres, tanto industriais como comerciais e residenciais, sendo estas consideradas as
principais fontes de tragos orgdnicos em ambientes marinhos. Apesar da maior presenca
dos graos de areia que facilitariam a atenuag¢do de compostos organicos, o Manguezal de
Surui apresentou altas concentra¢des de compostos aromaticos (XBTX 209 pg/g e ZHPAs
1093 ng/g) com distribuicdo em manchas, mas devido as altas concentragcdes de matéria
organica e biopolimeros, houve o sequestro e conservacdo dessas substancias aromaticas
nos compartimentos sedimentares, tanto verticalmente como horizontalmente. O
ambiente sedimentar anoxico facilita a hidrdlise dos biopolimeros por bactérias
anaerobicas, que foi confirmada pela alta atividade enzimatica das esterases (1.35- 6.52
ug de fluoresceina/h/g) e a menor atividade do sistema transportador de elétrons (0.0014
— 0.62 ul Oy/h/g). Apesar desse tipo de processo ser menos eficiente que 0s processos
aerdbicos, este é reponsdvel pela maior parte dos ciclos biogeoquimicos na Baia de
Guanabara. Os testemunhos também apresentaram altas concentragdes de matéria
organica (0.8 — 4 %), biopolimeros (carboidrato 113.3-311.1 pg/g, proteinas 113.5-403.1
pg/g e lipidios 11.5-99.1 pg/g) e HPAs (4.3-808.2 pg/g). Os manguezais sdo ambientes
altamente vulnerdveis ao impacto por 6leo e possuem grande importancia na manutengao
da faixa litoranea e também como bercario de diversas espécies. Compostos organicos
como os hidrocarbonetos de petréleo no manguezal de Surui nao sdo lavados pela maré
nem atenuados naturalmente, pois além da matéria organica, a topografia quase plana e a
disposi¢cao da vegetacdo favorecem o seqiiestro dessas substancias. Comparando nossos
resultados com os padrdes globais de distribuicdo de hidrocarbonetos de petréleo, as
concentracdes nos sedimentos superficiais e profundos do Manguezal de Surui podem ser
classificadas de moderadas a alta, sendo considerada uma area altamente impactada por
incidentes continuos e descargas industriais e também pelo transporte de poluentes
organicos na Bafa de Guanabara.
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ABSTRACT

Microbiological analyses, HPAs, topography and biopolymers had been determined in
sediments collected in the Surui Mangrove, Guanabara Bay, Rio de Janeiro (Brazil). 23
superficial samples in July of 2005 had been collected and 4 cores in 2008. The
topography of the Surui Mangrove presented a soft slope from the edge of the Guanabara
Bay, which facilitates entered of the tide and storm waves that dig the sediment creating
arenaceous crest (chernies) in the portions highest. By times the sands are spread by the
mangrove and to the center of the mangrove we can in such a way observe a place of
deposition of fine sediments as of substances carried for the tide. The grain sized analysis
of the surficial sediments determined a bigger amount of arenaceous grains of the 50%-
80% and 20% - 50% of silt. This type of grain favors the natural attenuation of
hydrocarbons, but due to amount of organic matter (10%), and biopolymers
(carbohydrates 398-1760 pg/g, proteins 118-824 pg/g and lipids12.4-154 pg/g) these
composites if had deposited in the sediments, as much of surface as the deep ones. The
organic substance presented high concentrations. The standard and distribution in spots,
associates the granulometry, are typical of this environment. The presence of subtances as
phenol (146 pg/g) indicates greater amount of terrestrial discharges, in such a way
industrials as commercial and residential, being these considered the main sources of
organic traces in marine environments. Although the biggest presence of the sand grains
that would facilitate the organic composite attenuation, the Surui Mangrove presented
high aromatics compounds concentrations (XBTX 209 pg/g and ZHPAs 1093 ng/g) with
distribution in spots, but had the high concentrations of organic substance and
biopolymers, had the sequestration and conservation of these aromatic compounds in the
sedimentary compartments, in such a way vertically as horizontally. The anoxic
environment sedimentary facilitates the hydrolysis of the biopolymers for anaerobics
bacteria that was confirmed by the high enzymatic activity of esterases (1.35-6.52 ug of
fluoresceina/h/g) and the lesser activity of the transporting electron system (0.0014—0.62
ul O,/h/g). Although this type of process to be less efficient than the aerobics processes,
this is reponsible mostly of the biogeoquimics cycles in the Guanabara Bay. The cores
between high concentrations of the organic matter (0.8 — 4 %), biopolymers
(carbohydrates 113.3-311.1 pg/g, proteins 113.5-403.1 pg/g e lipids 11.5-99.1 pg/g) e
PAHs (4.3-808.2 pg/g) The mangroves are surrounding highly vulnerable to the impact
for oil and also possess great importance in the maintenance of the littoral band and as
nursery of diverse species. Organic composites as the hydro-carbons of oil in the Surui
Mangrove are not washed by the tide nor attenuated of course; therefore beyond the
organic substance, the almost plain topography and the disposal of the vegetation they
favor the kidnapping of these substances. Comparing our results with the global standards
of distribution of oil hydrocarbons, the concentrations in the superficial and deep
sediments of the Surui Mangrove can be classified of moderate the high one, being
consideranda an area highly impactada by continuous incidents and industrial discharges
and also by the transport of organic pollutants in the Guanabara Bay.
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Capitulo 1
INTRODUCAO
O aumento da atividade humana proxima as linhas costerias (Fig. 1)
causam sérios problemas de poluicdo. Ecossitemas de mangue, comumente
encontrados em zonas entremarés de regides tropicais € subtropicais, sao
frequentemente sujeitos ao stress da poluicdo e sdo considerados depdsitos

de varios poluentes (Tam and Wong 1999; Zheng et al. 2000).

Figura 1 - Mapa da distribui¢@o das (A) Refinairas brasilerias (Petrobras) e (B) distribuicao dos

manguezais no territério Brasileiro (em amarelo).

O efeito de grandes derrames tem sido estudado em diferentes niveis,
de ecosssitemas inteiro até processos fisio-metabdlicos mais especificos.
Tem sido observado que danos biolgicos em organismos aqudticos sao uma
da persisténcia espaco-temporal, biodisponibilidade de hidrocarbonetos, a
habilidade de cada grupo se acumular no ambiente e a capacidade dos
contaminantes interferirem no metabolismo de organismos e comunidades
(GESAMP 1993).

Hidrocarbonetos poliaromdticos sdao uma importante classe de

poluentes organicos e sao ubiquos no ambiente (Pereira Netto er al. 2000).
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Por causa das propriedades carcinogénicas de alguns compostos, estes tém
atraido muitos estudos (Ohkouchi et al. 1999, Zakaria et al. 2002; Mai et al.
2003; Kannan et al. 2005). HPAs sdo introduzidos no ambiente aquatic
através de derrames acidentais, descraga industriais (municipais e urbanas),
precipitacdo atmosférica drenagem superficial etc. Nos ecosssitemas HPAs,
devido a sua estrutura hidrofébica absorvem-se preferencialmente nos
sedimentos.

Contato de organismos com as fragdes toxicas do 6leo podem levar a
morte por intoxicagdo, especialmente associados a fracdes de
hidrocarbonetos monoaromaticos. Os compostos mais toxicos sdo benzeno,
tolueno and xilenos. Estas substancias sdo consideradas soldveis em dgua
(especilamente benzene), o que torna os organismos marinhos mais
vulnerdveis, assim estes podem absorver esses compostos, através dos
tecidos, guelras ou por ingestdo direta de dgua ou por contaminacdo dos
alimentos. Estes hidrocarbonetos apresentam efeitos toxicos agudos
intensos, especialmente devido a alta solubilidade que resultam na
biodisponibilidadea (GESAMP 1993).

Entre os hidrocarbonetos monoaromaticos, Benzeno é o mais danoso,
com propriedades carcinogénicas bem conhecidas, sendo estas classificadas
ao humanos (IARC 2007). Os outros hidrocarbonetos monoaromaticos
(tolueno, xileno and ethilbenzeno) sdo menos toxicos (IPCS 1996, 1997),
mas estes concernem odor e gosto a d4gua em altas concentracdes (Day et al.
2001)

BTXs (chamados os benzeno, tolueno and xileno) frequentemente
matam o meroplancton, ictioplancton ou outros estdgios de vida dos
organismos presentes na coluna de dgua, em concentragdes menores que

Smg/l. Em adi¢do, a acdo toxica dos hidrocarbonetos de petroleo e outros
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compostos quimicos, a poluicdo do O6leo pode fisicamente sufocar
organismos marinhos (Kennish 1997).

A maior parte dos compostos combustiveissdo de interesse devido
seus efeitos toxicoldgicos. Este € o caso do HPAs e BTX que sdo estudados
em varios meios como ar, dgua, solo e sedimento (IPCS 1998; Menchini et
al. 1999; Monod et al. 2001; Pereira Netto et al. 2002, 2004; Rego and
Pereira Netto, 2007).

Manguezais sao ricos em polifendis e taninos (Kathiresan and Ravi
1990; Ravi and Kathiresan 1990; Achmadi er al. 1994). Assim como 0s
aspectos quimicos, apresenca de grupos funcionais como carboxilas e
hidroxilas fendlicas fazem as substincias himicas (HS) que possuem um
papel polieletrolitico e agem como agentes complexantes de fons metalicos
(Saar and Weber 1982; Alloway 1990).

As caracterisiticas intrinsecas de manguezais, tais como alto conteido
de matéria organica e sulfetos, as condi¢Oes anodxicas das camadas
sedimentares superficiais, 0 ambeinte de baixa energia e o fluxo de corrente
reducido, favorecem a deposi¢do e acumul¢do de contaminantes. Altas
concentragdes de metais pesados, PCBs e HPAs tem sido registrados em
sedimentos de manguezais os quais persistem por varios anos (Tam and

Wong 1999, 2000; Tam and Yao 2002; Zheng et al. 2002).
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Capitulo 2
OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem o objetivo de analisar a distribuicdo
horizontal e vertical de hidroarbonetos poli € mono aromaticos no sedimento
do manguezal de Surui, Baia de Guanabara, empregando técnicas
sedimentologicas junto as microbioldgicas para avaliacio de ambientes
impactados por hidrocarbonetos, verificando os possiveis reservatorios € a

atividade bacteriana do manguezal.
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Capitulo 3
MANGUEZAIS

3.1. CARACTERISTICAS DOS MANGUEZAIS

O manguezal desenvolve-se em zonas litoraneas associadas a cursos
d’4gua, em dreas encharcadas, salobras e calmas, com influéncia das marés,
porém, sem serem atingidos pela acdo direta das ondas. Este ecossistema é o
elo entre os ambientes marinho, terrestre e fluvial, caracterizando-se por
uma constante conquista de novas areas devido ao acumulo de grandes
massas de sedimento e detritos trazidos pelos rios e pelo mar (Fig. 2)

(Schaeffer-Novelli 1995).

Figura 2 — Manguezal de Surui durante maré cheia (Foto tirada em 28-04-2006).

O escoamento dos rios € alternadamente represado ou liberado pela
energia das marés, e em conseqiiéncia disso, sdo criadas zonas de 4guas

salobras periodicamente calmas, onde sdo depositados sedimentos finos.
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Assim, surgem ambientes com flora e fauna especializadas, devido aos
sedimentos lodosos (Schaeffer-Novelli 1995).

Os manguezais sdo geralmente sistemas jovens que, seguindo a
dindmica das marés nas areas onde se localizam, produzem a modificacdo da
topografia dos terrenos, resultando em uma seqiiéncia de recuos e avangos
da cobertura vegetal. A enchente e a vazante das marés possibilitam a
movimentacao de particulas em consideraveis distancias, proporcionando a
reciclagem dos nutrientes e dos materiais organicos, com posterior acumulo.
A amplitude vertical da maré determina a profundidade de inundagdes e
extensdo vertical da vegetacdo, o ciclo de maré controla a freqii€ncia e
duracdo da mare e a qualidade da dgua (Schaeffer-Novelli 1995).

Os nutrientes carreados pelos rios, marés, chuvas (lavagem das folhas)
e runoff da zona circunvizinha, sao distribuidos sobre o sedimento do
manguezal e assim retirados por processos fisicos e fisioldgicos,
incorporando-se aos sedimentos e/ou sendo absorvidos pelo metabolismo
vegetal (Schaeffer-Novelli 1995).

Esses ambientes sdo considerados os mais produtivos do mundo e sio
também chamados de “ber¢ario”, por abrigarem inumeras espécies de
animais no periodo de reproducao. Segundo Carmo et al. (1994) a fauna do
mangue € composta por espécies residentes e visitantes. Observam-se baixa
diversidade e grande quantidade de animais.

Atualmente, a énfase dos estudos focaliza os manguezais como um
ecossistema dinamico de grande importancia ecoldgica e geomorfologica no
contexto regional das zonas estuarinas. Segundo Lugo e Snedaker (1974) o
manguezal € um ecossistema aberto no que diz respeito a energia e matéria.

Existem trés caracteristicas que demonstram o valor do manguezal:
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1- exportam grandes quantidades de nutrientes (matéria organica de origem
detritica) para as dgua do estudrio;
2- fixam os sedimentos evitando erosdo da costa;
3- fornecem hébitat para populacdes de valor comercial (peixes, crusticeos e
moluscos).
Segundo Cintron e Schaeffer-Novelli (1992), ha cinco requisitos
basicos para o desenvolvimento extensivo de manguezal:
o Temperaturas tropicais: temperatura média do més mais frio, acima de
20°C;
o Aluvido fino-particulado: substrato mole constituido por silte e argilas
finas, ricas em matéria organica;
o Costas livres de forte acdo de vagas e marés violentas;
o Agua salgada (os mangues sdo haldfitos facultativos, que ocupam as
zonas que sofrem as influéncias das marés, onde as plantas de dgua
doce nao conseguem tolerar a salinidade);

o Larga amplitude de marés.

3.2. ZONACAO

A literatura ecoldgica sobre manguezais € mais extensiva quanto a
composicao floristica e zonagao vegetal. As diferentes espécies vegetais de
mangue estdo distribuidas em zonas, em relacdo a linha d’adgua. Essa
delimitacdo de zonas sucessivas, monoespecificas, tem tido sucesso onde ha
um gradiente topografico bastante ingreme. A distribuicdo das espécies de
um dado local pode ser totalmente diferente daquela encontrada para as
mesmas espécies, em uma regido adjacente; a zonagcdo € varidvel nos
manguezais, devido as peculiaridades ambientais locais (Fig. 3) (Schaeffer-

Novelli 1995).
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Dunsereau (1948) foi o primeiro a dar defini¢cdo fisionOmica as
restingas do Estado do Rio de Janeiro e do antigo Distrito Federal, incluindo
informacgdes sobre 0 manguezal e classificando os estdgios da sucessdo. A
zonacdo que ele propds para a vegetacdo do substrato argiloso foi seguida
por muitos autores, inclusive Lamberti (1969), Odum (1971) e Schaeffer-

Novelli (1995).

Preamar

Conocarpos | Acrostichum
Avicennia Laguncularia

Rhizophor
Spartina 1zophora

Hybiscus

Figura 3 - Esquema da zonacao horizontal no entremarés de litorais tropicais de baixa energia

(Shaeffer-Novelli 1995).

Em seu esquema, individuos de Rhizophora ocupam a faixa vizinha
da 4gua (lagoa, mar), em sedimento coloidal inconsistente. Esses individuos
podem ocupar esses locais, porque seus rizéforos conferem resisténcia a alta
energia e ao sedimento lamoso, sem serem arrancados. Na zona seguinte, a
Avicennia domina, em sedimento que contém maior percentagem de areia e
cascalho, sendo assim mais firme. A terceira zona € constituida por
Laguncularia, que pode estar ausente, ocorrendo também em sedimentos
arenosos. Laguncularia e Avicennia ocupam locais mais afastados dos rios e

do mar, locais mais protegidos das ondas e da forca dos rios.
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Outra forma de se explicar a zonacdo € através da adaptacdao dos
propagulos. No caso da Rhizophora, pelo fato de possuir propagulos maiores
e mais pesados, alcancam o substrato mesmo na maré cheia. Ja4 as outras
duas espécies possuem propdgulos menores e leves, fixando apenas em
locais que fiquem periodos prolongados sem ser atingidos pelas marés

(Schaeffer-Novelli 1995).

3.3. FLORA DOS MANGUEZAIS

Sendo o manguezal uma formacdo que oferece um ambiente hostil a
maioria das plantas (devido 4 alta salinidade da dgua e do sedimento, niveis
de oxigénio baixos e freqiiéncia de inundacdo, etc.), as espécies vegetais
destas dreas possuem adaptacOes especiais para sobreviver, como, por

exemplo, fixacdo mecanica em sedimento frouxo, raizes respiratérias e

mecanismos de aeracdo, viviparidade. (Fig. 4) (Schaeffer-Novelli 1995).

Figura 4 — Exemplos de adaptagdes das plantas de mangue: lenticelas (A), raizes aéreas (B) e

pneumaté6foros (C).

O efeito principal da alta salinidade em longo prazo € que ela
promove uma acumulacio excessiva de ions. Uma das maneiras em que as
haléfitas se adaptam e conseguem um funcionamento metabdlico normal é

através da extrusdo de ions. Esse processo € feito nas glandulas epidérmicas
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que exudam grande quantidade de sal, com sua cristalizacdo sobre a
superficie da folha. Outra forma € através do aumento da suculéncia
(Schaeffer-Novelli 1995).

Como os sedimentos t€ém pouca aeragdo, ligada ao sedimento fino
lamoso, escuro, riqueza em bactérias anaerdbias, local de processos ativos de
decomposicao e freqiientes inundacdes, a aeracdo das raizes € realizada por
partes superficiais (Lacerda, 1998).

A Rhizophora produz dois tipos de raizes, o primeiro € constituido
pelas raizes aéreas, procedentes do caule principal, arqueadas até o
sedimento, também chamadas de raizes escoras (Fig. 5). A fun¢do principal
dessas raizes € a ventilacdo da 4rvore inteira e, especialmente, das raizes
subterraneas, através das lenticelas. O segundo tipo € o das subterraneas, que

surgem das raizes escoras e funcionam na absor¢cdo de dgua e nutrientes

(Lacerda, 1984).

Figura 5 — Exemplos de raizes escoras, cujos prolongamentos sdo chamadas de raizes

subterraneas (Tirada em. 26/01/06, Manguezal de Surui).
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O geotropismo negativo exibido pelas raizes radiais da Avicennia e a
presencga de pneumatéforos, sdo formas encontradas para oxigenar as raizes.
Também o tecido cortical contém muitos espacos intercelulares que
armazenam grandes quantidades de ar (Lamberti 1969).

A Laguncularia também possui o sistema de respira¢do por meio de
pneumat6foros (Fig. 6). A ligac@o entre os pneumatoforos e as raizes radiais
permite uma troca de gases, tanto que quando a maré cobre por completo os
pneumat6foros, hd um decréscimo no conteido de oxigénio do sistema

radicular inteiro (Lacerda, 1998).

Figura 6 — Exemplos de pneumat6foros, desenvolvidos a partir das raizes radiais.

A viviparidade é a protecdo dos embrides contra o meio salino,
apresentando o zigoto um desenvolvimento continuo até formar um novo

rebento antes de desprender-se da planta-mae. Os propagulos da Rhizophora
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tém forma de grandes hipocddilos, possuindo uma vida bastante longa. A
queda ocasiona a separacao do cotilédone, sua fixacdo ao substrato pode
partir de uma posi¢ao vertical ou horizontal. Ja os propagulos de Avicennia
sdo leves, possuindo um grande poder de flutuacdo. Apds a separacio ficam
expostos devido a perda do pericarpo coridceo, o hipocétilo se alonga e as
raizes comecam a crescer. Na Laguncularia os propagulos sdo pequenos, o
pericarpo serve como bdia e ndo se desprende at€é o enraizamento

(Schaeffer-Novelli, 1995).

3.4. FAUNA DOS MANGUEZAIS

Em toda sua extensdo o manguezal é habitado por diferentes formas
de vida, desde seres microscopicos até grandes peixes, aves, répteis e
mamiferos. Alguns deles, nem sempre exclusivos dos manguezais, ocupam o
sedimento e a d4gua, outros raizes e troncos, chegando até a copa das arvores,
espaco disputado principalmente a noite (Schaeffer-Novelli, 1995).

A fauna pode ser dividida em dois grupos. O primeiro € constituido de
animais marinhos que vivem toda sua fase adulta nos mangues, como 0s
moluscos e crusticeos. Entre os crustiaceos estdo os caranguejos arboricolas
como “o marinheiro” Aratus pisoni (Fig. 7), que passa toda sua fase adulta
nas arvores, raramente desce ao sedimento e alimenta-se de folhas e polpa e
das algas que colonizam os troncos e raizes. Outro componente sao as ostras
que vivem fixas a troncos e raizes aéreas, formando imensas populacdes.
Um segundo grupo € constituido por varios animais que se utilizam do
mangue durante a fase juvenil ou vdrios peixes que invadem 0s manguezais
na maré alta. Diversas espécies de aves marinhas e terrestres encontram nos

mangues uma das poucas dreas integras no litoral para refugio, alimentagao

28



e reproducdo. Neste grupo também se encontram mamiferos que freqiientam

0 mangue, principalmente a noite, em busca de alimentacao (Lacerda 1984).

% ™ i( “ #r

Figura 7 — Foto de caranguejo (Aratus piso

i) no Manguezal de Surui.

Outra forma de vida de interesse econdmico que habita os manguezais
€ o camardo. Ele possui um ciclo de vida interessante, onde a nova geragao,
nascida dos adultos que vivem em mar aberto, migra para o manguezal, onde
permanece durante a fase de crescimento, passando de larvas a jovens,
quando iniciam sua viagem de volta ao oceano. O pitu brasileiro e o camarao
gigante da Malasia, que vivem em 4gua doce, desovam no manguezal, onde
os “filhotes” passam seus primeiros estdgios de vida, retornando depois para

os rios (Lacerda, 1984).

3.5. DEPOSICAO E SEDIMENTACAO EM MANGUEZAIS

Os ambientes estuarinos entremdres estdo sujeitos a mudancas
continuas: erosdo, deposicdo e consolidagdo dos sedimentos sdo reguladas
por atividades sazonais e episddicas, relacionadas a descarga de dgua doce,
acdo da maré e acdo dos ventos (Saad et al. 1999).
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Em geral, as comunidades de plantas de manguezais seguem o
movimento da linha de costa. Forcas erosivas levam a perda destas plantas e
processos deposicionais permitem a expansdo em direcdo ao mar. Varias
atividades na captacdo de dgua dos estudrios aumentam a intensidade de
deslizamento ou aumentam a carga de sedimentos os quais possuem efeitos
downstream dos ecossistemas de manguezais (Saad et al. 1999).

O efeito da erosdo € prontamente entendido, contudo os processos
associados com a deposi¢ao sao mais complexos. As taxas de deposi¢cao dos
sedimentos em zonas entremarés dependem da:

1- velocidade da corrente do corpo d’agua;
2- carga de sedimento;
3- salinidade e temperatura da agua.

Cada um desses fatores € sujeito a mudancgas sazonais. A velocidade
de corrente € dependente da amplitude de maré e o fornecimento de dgua
doce. A intensidade de 4gua das chuvas e os padroes de uso da terra
influenciariam a quantidade de sedimentos carreados no runoff (drenagem
natural do sedimento). Na interface entre 4gua salina e d4gua doce, floculagcao
de sedimentos ocorre, acarretando o aumento na deposicdo. A posi¢ao no
estudario onde ocorre a floculacio depende da distancia da penetracdao da
maré (Saad et al. 1999).

A sedimentacio possui varios efeitos. O efeito diretamente positivo €
a acumulacdo do substrato para um nivel topografico no qual a colonizagdo
das plantas de mangue € facilitada. Este processo sendo continuo ocasionara
a expansdo da linha de costa. Efeitos negativos também podem ocorrer,
quando a espessura dos sedimentos aumenta pela estabilizacdo, as plantas

sofrem com a diminuicdo de oxigé€nio nas raizes. Esta diminuicdo no
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oxigénio ocorre onde a sedimentacdo diminui a drenagem, resultando na
morte de plantas adultas (Saad et al. 1999).

As diferencas entre os teores de argila e silte nas camadas superficiais
podem indicar uma mudanca no regime de sedimentacdo no manguezal, com
uma menor energia de transporte nas deposicoes dos sedimentos nas
camadas mais recentes. Esses tipos de dados granulométricos sugerem que o
manguezal possui uma topografia dinamica. A dindmica pode ter influéncia
da vegetacdo no revolvimento do sedimento (exposi¢do das raizes) e etc,
aliado ao transporte de particulas pelo fluxo de maré que remove as
particulas em suspensdo (Saad et al. 1999).

Tanto a estabilidade do sedimento como suprimento adequado de
agua doce e de nutrientes sdo fatores de fundamental importincia no
funcionamento dos ecossistemas de manguezais (Lacerda 1984).

Devido ao ambiente de inundac@o, ambiente redutor, a decomposi¢ao
da matéria organica ocorre por meio de microrganismos anaerobicos (Crapez

et al. 2003).

3.6. SENSIBILIDADE DOS MANGUEZAIS

O sistema de classificacdo de sensibilidade € baseado no
conhecimento das caracteristicas geomorfolégicas das dareas do litoral,
considerando os seguintes fatores:
- 0 grau de exposi¢do a energia de ondas e marés;
- declividade do litoral;
- tipo do substrato.

Para a classificacdo da sensibilidade da costa é fundamental o
entendimento das inter-relagdes entre os processos fisicos, tipos de substrato

e biota associada que produzem ambientes geomorfoldgica e ecologicamente
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especificos, assim como padrdes previsiveis de comportamento do o6leo,
padroes de transporte de sedimentos e impactos biolégicos (Noenberg and
Lana 2002).

A diversidade bioldgica ndo se encontra igualmente distribuida ao
longo dos diversos sistemas marinhos. Praias arenosas e lodosas constituem,
por exemplo, dreas de baixa diversidade, abrigando organismos
especializados, em funcdo da auséncia de superficies disponiveis para
fixacdo e da limitada oferta de alimentos. Costoes rochosos encontram-se em
posi¢do intermedidria, em relacdo 4 biodiversidade, enquanto os terrenos
alagadicos, formando banhados e brejos, as margens das lagoas costeiras e
rios, constituem sistemas férteis, servindo de abrigo e regido de criadouro
para numerosas espécies. Os manguezais € marismas apresentam elevada
biodiversidade estrutural e funcional, atuando, juntamente com os estudrios,
como exportadores de biomassa para as regides adjacentes (Aradjo et al.
2000).

O sistema de classificac@o de sensibilidade ambiental também leva em
conta o alcance e tempo de permanéncia do poluente, o grau de exposicao a
energia de ondas e marés, a declividade do litoral e o tipo de substrato,
afetando a sua permeabilidade e mobilidade. Considerando os elementos
mencionados acima, Araudjo et al. (2000) propuseram uma classificacdo de
sensibilidade das feicoes costeiras do litoral do Brasil, de acordo com a sua

sensibilidade a derrames de 6leo (Tab. 1).
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Tabela 1 - Indice de sensibilidade ambiental, segundo Aratjo ez al. (2000)

Indice de Grau de Faixa Intermarés Substrato Biota Tipo de Litoral
Sensibilidade Exposicédo a
Ambiental ondas Inclinacéo Largura tipo Modabilidade Penetragédo do 6leo trafegalidade
1 Altio > 30 Estreita Costéo rochoso Fixo impermeavel Baixa Aclimatada a altos Costdes rochosos
impactos expostos, estrururas
hidraulicos e artificiais impermeaveis
pressao
2 Alto > 30" Larga Leito rochoso Fixo Impermeavel Baixa Aclimatada a altos Plataformas erodidas pela
impactos acao das ondas
hidréulicos e
pressao
3 - >5 Larga Areia fina a média Baixa Semipermedvel (< 10 cm) Permite trafego de Baixa densidade Praias de areias finas eou
(0,06 a Tmm) veiculos médias
4 - 5-15" Larga Areia grossa / Alta Permeavel (<25 cm) Baixa Baixa densidade Praias de areia e cascalho
granulos (2 — 4 mm) trafegabilidade de
veiculos
5 - 8-15 - Areia e cascalho Muito alta <50cm Baixa Muito baixa Praias de areia e cascalho
durante trafegabilidade de
tempestades veiculos
6 - 10-20 - Cascalho Baixa Altamente permeavel (< Muito baixa Infauna e epifauna Praias de cascalho e
100 cm) trafegabilidade muito baixa enroscamento
7 Variavel de <3 Estreita a Areia - Penetracdo Baixa Muito baixa Areas intermarés planas
alto a médio muito larga expostas
8 Baixo > 15 Estreita Leito rochoso (algum - - Baixa Coberto de algas e Costdes rochosos
sedimento) microorganismos abrigados
9 Baixo <3 Estreita Lamoso - Baixa permeabilidade Muito baixa Alta densidade de Areas intermarés plana
infauna abrigados
10 Médio a <10 Estreita a Areia lamosa Baixa Baixa permeabilidade Muito baixa Vegetagdo Marismas e manguezais
baixo muito larga associada com alta
divesidade




Capitulo 4
HIDROCARBONETOS DE PETROLEO

Os HPAs s3ao compostos organicos bindrios formados por carbono e
hidrogé€nio com estrutura que consiste de pelo menos 2 anéis aromaticos, e de 5
ou 6 dtomos de carbono condensados. Podem apresentar heterodtomos
associados em estruturas similares, em amostras de origem ambiental como os
derivados nitrados (N-HPAs) e os oxigenados (O-HPAs).

Os HPAs sio classificados como apresentando niicleos isolados como as
bifenilas e niicleos condensados como o naftaleno, antraceno e fenantreno (Xue
e Warshawsky, 2004). Existe uma imensa variedade de HPAs no meio ambiente,
grande parte deles possuindo caracteristicas estruturais e propriedades muito
similares, sendo comum a existéncia de estruturas isoméricas. Muitas vezes
certos isdmeros sao mais carcinogénicos ou mutagénicos do que outros (Ribeiro
2001).

Devido a possibilidade da fusdo de um numero varidvel de anéis e das
varias posicoes em que estes anéis podem se ligar entre si, ha atualmente mais
de 100 HPAs reconhecidos pela IUPAC (International Union of Pure and
Applied Chemistry). Porém, somente 16 HPAs (acenaftaleno, acenaftileno,
antraceno, benzo(a)antraceno, benzo(a)pireno, benzo(b)fluoranteno,
benzo(k)fluoranteno,  benzo(g,h,i)pireno, criseno, dibenzo(a,h)antraceno,
fenantreno, fluoranteno, fluoreno, indeno(1,2,3- c,d)pireno, e pireno) sado
considerados pela U.S. Environmental Protection Agency em funcdo de sua

importancia industrial, ambiental e toxicoldgica (Fig. 8), (Potin et al. 2004).
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Figura 8 - Estrutura dos 16 HPAs incluidos na lista de poluentes prioritdrios da U.S. Environmental

Protection Agency.
4.1. CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS E REATIVIDADE DOS HPAS
As propriedades quimicas e fisico-quimicas dos HPAs sdo, em grande
parte, determinadas por seus sistemas de duplas conjugados, que variam com o
nimero de anéis e, portanto, com suas massas moleculares. Os valores de
algumas constantes fisico-quimicas relevantes para a compreensdo do
comportamento ambiental e toxicoldgico destes compostos sdo apresentados na

Tabela 2 juntamente com as abreviaturas comumente utilizadas para os HPAs.
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Tabela 2 - Constantes fisico-quimicas de alguns HPAs (Fonte: IPCS 1998).

HPA

Naftaleno
Acenaftileno
Acenafteno
Fluoreno
Fenantreno
Antraceno
Pireno
Fluoranteno
Criseno
Benzo(a)antraceno
Benzo(e)pireno

Benzo(b)fluoranten
o
Benzo(k)fluoranten
o

Benzo(a)pireno

Dibenzo(ah)antrace
no
Benzo(ghi)perileno

Indeno(1,2,3-
cd)pireno

breviatura

B(a)A
B(e)P
B(b)Fluo
B(k)Fluo
B(a)P
DiBa
B(ghi)

Ind

Molecular (u.m.a.)

128,17
152,2
154,21
166,22
178,23
178,23
202,26
202,26
228,29
228,29
252,32
252,32
252,32
252,32
278,35
276,34

276,34

Peso Pont

o de fusao (° C)

81
92-93
95
115-116
100,5
216,4
150,4
108.8
253,8
160,7
178,7
165.4
215,7
178,1
266,6
278,3

163,6

de ebuli¢do (° C)

217,9

279

295

340

342

393

375

448

400

493

480

480

496

524

545

536

Ponto

Pressao

de vapora 25°C

10,4

89.
29.
8,0.
1,6.
8,0.
6,0.
1,2.
84.

2,8.

107!
107!
107
107
10*
10*
10°
10°

10°

74.107

2,0.10°

1,3.

107

7,3.107

1,3.10°

1.4.

1,3.10°%

(20°C)
10°%

(20°C)

Coeficiente de parti¢cdo

octanol/dgua (log Kow)

34
4,07
3,92
4,18

46

6,44
6,12
6,84
6.5
6.5
71

6,58

Solubilidade em
dguaa 25 ° C (ug/L)

3,17.10*

3,93.10°
1,98.10°
1,29.10°
73
135
260
2
14
5,07 (23°C)
2,5 (20°C)
0,76
3.8
0,5 (27°C)
0,26

62

Constante de

Henry a 25 ° C (kPa)

4,89.107
1,14.10°
1,48.107
1,01.107
3,98.10°
7,3.107
1,1.10°

6,5.10*

4,4.10°
3,4.10° (20°C)

7.10°
2,7.10° (20°C)

2,9.10% (20° C)
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A partir dos dados apresentados na Tabela 2, € observada algumas
caracteristicas gerais dos HPAs: sdo sOlidos a temperatura ambiente, t€m
altos pontos de ebuli¢do e fusdo; baixa solubilidade em 4dgua; sdo soliveis
em solventes orginicos e altamente lipofilicos. Suas afinidades por fases
organicas, lipofilicidade, sdo expressas através do coeficiente de particdo
octanol-dgua (Kow), esses valores elevados de coeficientes de particdao
(entre 3,4 a 7,1) indicam que os HPAs podem ser absorvidos através de
diversos tecidos bioldgicos, como por exemplo a pele (Pereira-Netto 1999).

A solubilidade em &4gua diminui com o aumento do tamanho da
molécula e, com excecdo do naftaleno, que € relativamente soluvel (32
mg/L), os HPAs t€m baixa solubilidade em dgua. Como resultado de seus
elevados valores de coeficiente de particdo entre carbono orginico e dgua
(Kow), em sistemas aquosos, os HPAs tendem a concentrar-se em
sedimentos ou ficam associados a matéria organica em suspensao.

A pressdo de vapor e a constante de Henry também diminuem com o
aumento do peso molecular. Como reflexo desta propriedade, HPAs de 2 ou
3 anéis tendem a concentrar-se na fase gasosa do ar, os com 4 anéis
distribuem-se entre as fases do ar e os com 5 anéis ou mais concentram-se
principalmente no material particulado atmosférico.

HPAs sdao compostos relativamente inertes e suas reacOes mais
comuns siao as reacdes de substituicdo ou de adigdo eletrofilica. Como as
reacoes de adicdo destroem a aromaticidade do sistema conjugado,
diminuindo a estabilidade da molécula, elas sao, muitas vezes, seguidas por
reacoes de eliminagdo, que regeneram o sistema aromético e dao origem a
um produto final de substituicdo (Costa 2001). Os produtos destas reacdes
podem, subseqiientemente, sofrer novas transformacdes, inclusive abertura

de anéis e dar origem a substincias mais complexas. A presenca de
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substituintes doadores ou aceptores de elétrons nos anéis pode aumentar ou
diminuir, respectivamente, a velocidade das reacoes (Pereira Netto 1999;
Lopes & De Andrade 1996).

Podem apresentar dtomos de oxigé€nio e nitrogénio em sua estrutura,
participando em misturas complexas podendo ser identificadas em varios
segmentos ambientais. Segundo Wania e Mackay (1996), HPAs sdo
poluentes organicos persistentes, ou seja, resistem a degradacdo ambiental.
Devido a este fator os HPAs podem acumular-se no meio ambiente
atingindo concentragdes que podem prejudicar a saude, sendo o caso mais
conhecido o do benzopireno, presente na queima de combustivel fossil bem
como no tabaco do cigarro e que possui efeito carcinogénico comprovado,
pois interage diretamente no DNA das células provocando mutagdes e
conseqiientemente cancer (Juhasz e Naidu 2000; Samanta et al. 2002;
Bengtsson e Zerhouni 2003).

Os HPAs atmosféricos estao principalmente adsorvidos na fracao fina
do material particulado atmosférico, aumentando a superficie de contato e
facilitando reacOes com substancias em fase gasosa como O3, SOy, NOy e
radicais OH presentes na atmosfera também podendo sofrer oxidacdo e
alteracdes fotoquimicas (Schurath 1997; Nielsen et al. 1983; Finlayson-Pitts
e Pitts Jr 1997; Fasnacht & Blough 2003).

As reagOes atmosféricas ddao origem a substancias policiclicas
aromdticas de maior polaridade que os HPAs originais como nitro-HPAs
(NHPAs), cetonas, quinonas, lactonas e etc.

No meio ambiente, muitos dos HPAs de 3 ou mais anéis e hétero-
aromdticos sdo fotooxidados pois absorvem radiacdo na regido do
ultravioleta (acima de 300 nm, presente na radiacdo solar). Essas reacoes sao

de importante interesse porque o destino dos HPAs, assim como sua
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remoc¢do do ambiente € determinado em parte por seu comportamento
fotoquimico (Fasnacht 2003; Finlayson-Pitts e Pitts Jr 1997). O tempo de
meia-vida dos HPAs na atmosfera pode variar de minutos ou horas a dias
(Lopes & De Andrade 1996).

HPAs também reagem com o ozoOnio formando diversos produtos.
Durante o dia, os HPAs atmosféricos podem sofrer reacdes de fotdlise ou
reagoes com o radical OH e durante a noite com o radical NO; e com N,Os
para gerar os seus derivados nitrados (NHPAs). A reacdo com O; pode
ocorrer em ambos os periodos. Estas reacdes representam 0S processos
quimicos mais importantes para remo¢ao dos HPAs da atmosfera (Pereira
Netto et al. 2000). Porém, os produtos destas reacOes sdo, em alguns casos,

mais toxicos que os HPAs de origem.

4.2. PRINCIPAIS FONTES EMISSORAS
Os HPAs s3o emitidos por fontes naturais e antropogénicas. A

contribuicdo das fontes naturais € muito limitada restringindo-se
praticamente, a queima espontanea de florestas e emissOes vulcanicas.
Embora, HPAs também possam ser sintetizados por certas bactérias, plantas
e fungos, 1sso ocorre raramente (Eiroa et al. 2000). As fontes antropogénicas
representam o principal processo de producao de HPAs (Lee et al. 1992).

A concentracio de HPAs no meio ambiente tem crescido
drasticamente, sendo a queima de combustiveis fosseis a principal fonte de
emissdo, principalmente em veiculos automotivos (Mazzera et al. 1999;
Mastral e Callen 2000; Pisupati et al. 2000). Vazamentos de petrdleo
provocam grandes impactos ambientais localizados, porém ndo sdo os
maiores responsaveis pela presenca destes hidrocarbonetos na contaminagdo

de ambientes. Segundo Apitz e colaboradores (1999), processos industriais
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relacionados a combustiveis fdosseis, sua exaustdo e escoamento ainda
depositam uma quantidade maior destes compostos no meio ambiente.

O petrdleo constitui uma das fontes mais importantes de
hidrocarbonetos. O petréleo é um liquido oleoso, pouco denso (d = 0,65 a
0,9 g/cm®) e imiscivel em dgua. Pode apresentar cor negra ou avermelhada
dependendo da regido de origem, sendo constituido por milhares de
compostos  organicos, com grande predominincia de diversos
hidrocarbonetos (Zakaria et al. 2002 e Stout et al. 2004). O petréleo tem sua
origem em pequenos seres vegetais € animais da orla maritima, que foram
soterrados ha milhdes de anos. Pela acdo de microorganismos, da pressao,
do calor e do tempo, essa matéria organica foi transformada em petréleo.

O petréleo € retirado de fontes ndo-renovaveis, pois depois de retirado
das bacias petroliferas este ndo pode ser substituido. A industria utiliza o
petrleo como matéria prima, contudo, seu aproveitamento produz
substancias que podem contaminar ambientes aéreos, aquaticos € terrestres
podendo ainda atingir animais e vegetais. Segundo Connell e colaboradores
(1988) os principais contaminantes organicos nocivos a saude que derivam
principalmente do petréleo sdo as bifenilas policloradas, os
hexaclorociclohexanos, os hidrocarbonetos clorados empregados como
inseticidas (por exemplo, o DDT); os hexaclorobenzenos e os
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos. Os HPAs s3o contaminantes
organicos semi-volateis e sao encontrados no petréleo com diferentes massas
moleculares (Benlahcen et al. 1997; Ollivon et al. 1999).

Outra fonte de hidrocarbonetos policiclicos aromdticos € a hulha,
também conhecida como carvao mineral (Schauer et al. 1996; Didyk et al.
2000), e o xisto betuminoso (Moreno Garcia e Funes 1991), formado por

rochas sedimentares organicas impregnadas de material oleoso (de 5% a
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10%) semelhante ao petrdleo. O xisto é muito abundante na natureza;
calcula-se que a quantidade total de 6leo que pode ser produzida do xisto €
quatro vezes maior que o total das reservas mundiais de petrdleo, contudo
seu uso para obtencdo de compostos organicos é pequeno, pois comparada
ao petroleo sua extracdo € economicamente inviavel.

A combustdo natural ou provocada de material organico como
madeira, serragem e derivados, por sua vez também liberam quantidades
significantes de HPAs na atmosfera. Segundo estudos realizados por Kim e
colaboradores (2002) verificaram que um més apds uma floresta queimar, as
concentragdes de HPAs no solo queimado eram mais elevadas do que no
solo antes da queimada da floresta. Resultados adicionais sugerem que a
cinza resultante da combustdo da madeira e demais matérias orgéanicas € o
agente principal que influencia a concentragcao de HPAs no solo.

Virios estudos tém sido realizados com o objetivo de analisar a
presenca de HPAs em residuos provenientes da combustao da madeira e seus
derivados (Nestrick e Lamparski 1982; Thoma 1988; Wunderli et al. 1996).
Estes estudos revelaram niveis significativos de HPAs nos produtos da
combustiao da madeira, sugerindo assim que a combustao natural de madeira
(fogos em florestas) pudesse ser a principal fonte ambiental de HPAs.

Ao contrario das fontes naturais, as fontes antropogé€nicas sao
inumeras e podem ser divididas em fontes mdveis (como a descarga de
veiculos automotores a gasolina e a diesel), fontes estaciondrias (como
queima de carvao, geracdo de energia elétrica), domésticas (como fumaca de
tabaco, aquecimento residencial e preparo de alimento, especialmente
churrascos e grelhados) e fontes superficiais (como queima de florestas e

queimadas agricolas) (Finlayson-Pitts e Pitts Jr 1997).
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Dentre as fontes modveis destacam-se os motores de combustdo
interna, presentes em diversos tipos de veiculos. As fontes estaciondrias sao
subdivididas entre as utilizadas na geracdo de energia elétrica e calor e,
aquelas ligadas a atividade industrial (por exemplo, producdo de aco e ferro
e fundicdo de aluminio) e de incineracdo (principalmente de rejeitos
quimicos) (Zander 1980; Lopes & De Andrade 1996).

De maneira geral, ap6s emissao por fontes naturais ou antropogénicas,
os HPAs se distribuem entre a fase gasosa € o MPA na atmosfera. As
maiores partes dos HPAs presentes no MPA se concentram nas particulas de
menor didmetro aerodindmico (Miguel & Friedlander 1978), o que
possibilita um longo tempo de residéncia na atmosfera e eficiéncia no

processo de deposicdo na regido alveolar dos pulmdes.

4.3. HPAS EM COMPARTIMENTOS AMBIENTAIS
Os HPAs podem ser encontrados em diversos compartimentos

ambientais tais como atmosfera, solo, sedimento e podem também estar
incorporados aos organismos vegetais e animais por bioacumulagao.

Os HPAs em amostras de solo encontram-se geralmente adsorvidos
no material particulado constituinte. Sua deposi¢ao nas camadas superiores
de solo ocorre por acdo da gravidade (Bouchez et al. 1996). Resultados
obtidos por Kim e colaboradores (2002), sugerem que a cinza resultante da
combustdo da madeira, serragem e outras matérias organicas sao 0 maior
agente influenciador na concentracio de HPAs no solo, contudo a emissao
veicular em torno das estradas que apresentam trafego pesado e intenso pode
contribuir para a presenca de HPAs em solos de areas urbanas.

Wild e Jones (1995) estimaram que aproximadamente 90% da

contaminacdo ambiental por HPAs na Gra Bretanha esteja armazenada nos
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solos. Esta estimativa exclui locais contaminados tais como minas de
carvao, refinarias de petroleo entre outros. Os niveis de HPAs total contidos
nos solos estdo intimamente relacionados com queimadas naturais (Edwards
1983). Entretanto, as concentragdes de HPAs variam entre os solos de clima
temperado e tropical. Isto ocorre devido a volatilizagcdo e a fotooxidagdo que
ocasionam a degradacdo mais rapida dos HPAs em solos tropicais (Wilcke et
al. 2002 e Wilcke et al. 2003).

Os HPAs também podem ser facilmente encontrados em sedimentos
marinhos ou de rios apresentando concentragdes altas ou baixas dependendo
das propriedades de sedimentacdo. O cardter lipofilico e sua grande
persisténcia nestes ambientes sdo os grandes responsaveis pela acumulagao,
que aumentam proporcionalmente com o aumento da massa molecular dos
HPAs. A acumulacdo de substancias no sedimento torna-os disponiveis a
biota, podendo ocasionar a bioacumulacdo nestes organismos (Fernandez et
al. 1997). Isto ocorre com maior freqii€ncia por meio dos compostos de
baixo peso molecular que sdo mais soluveis. A degradacdo dos HPAs nos
sedimentos € muito lenta, principalmente se o sedimento for anaerdbico
(Law et al. 1997). Em grandes profundidades os sedimentos funcionam
como depdsitos destes compostos, mas a dindmica das dguas costeiras tende
a movimenta-los, devido a este fator podemos considerar os sedimentos
como fontes contaminantes € nao como depdsitos permanentes.

A queima de combustiveis fosseis e queimadas de florestas sdo os
principais responsdveis pela presenca de HPAs no ar atmosférico em
compartimentos ambientais.

Em vérios paises vem crescendo a tecnologia de incineragcdo, usada
como um dos principais meios para destruicdo de residuos organicos e

inorganicos nas cidades. Aproximadamente 45% dos residuos domésticos
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sdao incinerados na Franca (Ademe 1997). As vantagens principais deste
tratamento destrutivo consistem em uma redugdo grande do volume e uma
possivel producdo de energia térmica, contudo o saldo para o meio ambiente
€ negativo.

A deposicao seca e a umida (Fig. 9) destacam-se entre 0s processos
fisicos de remocdo de HPAs da atmosfera. Estes processos dependem
principalmente das caracteristicas fisicas e do didmetro aerodinamico das
particulas em suspensao. Como os HPAs estdo preferencialmente associados
a particulas submicrométricas (d.p. < 1 um), isto implica em maior tempo de
residéncia na atmosfera (Miguel & Friedlander 1978).

A deposicao umida ocorre através da remocdo de gases e/ou particulas
atmosféricas pela chuva ou neve. A velocidade de deposicdo seca na
atmosfera € controlada pelo tamanho da particula e, como esperado, aumenta
com o tamanho da particula considerada (Fig. 9).

A deposicdo seca envolve a sedimentacdo e a impactagido inercial
induzida das particulas suspensas através dos ventos ou processos de difusao
gasosa, na auséncia de deposicdo umida. Estudos demonstram que o
processo de remocdo de HPAs da atmosfera, por deposi¢ao seca ou umida,
estd diretamente relacionado a temperatura (Lopes & De Andrade 1996)
(Fig. 9).

Os niveis de HPAs encontrados em amostras ambientais e biologicas

sdo apresentados na Tabela 3 a seguir.
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Tabela 3 - Niveis de HPAs encontrados em amostras ambientais e bioldgicas. (Angerer et al.
1997)

Tipo de amostra Concentracao
Ar 1,3 a 500 ng/m°
Solo 0,8 ng/Kg - 100 mg/Kg
Agua 2,5a 500 ng/L
Plantas <150 pg/Kg
Alimentos 0,1 a 20 pg/Kg

HPAs tém sido detectados na atmosfera de zonas urbanas, suburbanas,
florestais e mesmo nas areas mais distantes do planeta (Antartica) (Caricchia
et al. 1995) contudo, suas concentracdes sao maiores em dareas urbanas

densamente povoadas e em zonas industriais (Van Brummelen et al.

1996a,b).
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Figura 9 - Mecanismos de transporte e distribuicdo dos HPAs no ambiente (modificado de Van

Brummelen et al. 1996 a).

Estudos realizados nos EUA entre 1990 e 1991 (Khalili 1995)
indicaram que veiculos automotores representam a principal fonte de
contribuicdo total de HPAs para o meio ambiente (Fig. 10). Entretanto, as

contribuicdes relativas das fontes de HPAs dependem também das
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caracteristicas industriais e econdmicas da drea escolhida para o estudo

(Khalili 1995).

@ Motores de veiculos

@ Produgéo de aluminio
11%

O Queima de florestas
o O Agquecimento residencial
12%

m Processamento industrial de coque

@ Geragéo de energia elétrica

m Incineracéo

Figura 10 - Fontes de emissdao de HPAs para a atmosfera. (Fonte: Khalili 1995).

As reacoes de alta temperatura, como a combustdo incompleta ou o
pirélise de materiais organicos, originam os HPAs (Nikolaou et al. 1984).
Estes sdo emitidos principalmente como gases durante estes processos, mas
rapidamente se condensam ou adsorvem em particulas existentes no ar.
Conseqiientemente, as particulas de HPAs possuem diametro em escala
micrOmica. Estas pequenas particulas podem penetrar no aparelho
respiratorio onde se depositam podendo comprometer a satide devida as suas

caracteristicas cancerigenas e mutagénicas. (Venkataraman e Kao 1999).

4.4. EFEITOS TOXICOS E CARCINOGENICOS DOS HPAS
O risco a saude dos seres humanos estd relacionado a capacidade que

alguns HPAs t€m de reagir com o DNA que pode levar a cancer de varios
orgdaos como pulmao, bexiga e possivelmente mama (Zander 1980; Pereira

Netto 2000; Finlayson-Pitts & Pitts Jr 1997; Ding 2005; Perera 1997).
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Os HPAs ndo sdo agentes carcinogénicos diretos e a formacgdo das
substancias carcinogénicas depende de ativacdo metabdlica no organismo
(Baird 2002; Pereira Netto et al. 2000; Perera 1997). O esclarecimento a
respeito das vias metabdlicas assim como das atividades mutagé€nicas e
carcinogénicas de HPAs continuam a ser alvo de investigacoes devido a
crescente presenca destas substincias no ambiente. Uma representacdo
simplificada do metabolismo de ativagdo do benzo(a)Pireno no organismo
humano € mostrada na Figura 11 (Lopes & De Andrade 1996; Pereira Netto
et al. 2000; Formenton-Catai 2005).

A estrutura do HPA € um importante indicador de seu comportamento
mutagénico e carcinogénico. A presenca de uma ‘“regido de baia” na
molécula lhe confere um alto grau de reatividade bioquimica. Essa regido é
1dentificada por uma ramificacdo na seqiiéncia de atomos de carbono no
sistema aromatico (Baird 2002).

As reacoes metabolicas de formacgdo de epoxido e adicdao de H,O sdo
partes dos mecanismos de eliminacio do HPA tornando-o polar e
hidrofilico, através da formacdo dos intermedidrios polihidroxilados que
permitem posterior eliminacdo por via urindria. Para o BaP e outros HPAs
que contém regido de baia, os derivados polihidroxilados podem reagir com
a guanina do DNA formando um aduto e induzir a célula a erros de
reparacao que podem levar a posterior tumoragcdo (Lopes & De Andrade
1996; Baird 2002).

A reatividade dos metabdlitos em que o diolepoxido estd na regido de
baia é comparativamente maior do que a dos metabdlitos em que o
diolepoxido estd na regido K, provavelmente como resultado do acesso mais

facil aos orbitais 7 (Fig. 12) (Pereira Netto 2000).
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Regido de baia

‘ MO = MONOXIGENASE
OOO EH = EPOXIDO
Benzo[apireno G = GUANINA (DNA)
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=
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Figura 11 - Mecanismo de eliminagdo/ativacdo metabdlica do B(a)P. (Fontes: Lopes & De

Andrade 1996; Pereira Netto 1999).

Regido de baia o

0
(%)-trans-3,4-dihidroxi-anti-1,2-epoxi-1,2,3,4- Regido K o
tetrahidrobenzeno (a) antraceno (BADE) Benzo (a) antraceno-5,6-epdxido

Figura 12 - Representacio esquemdtica do BaP com diolep6xido na regido baifa e na regido K.

(Fonte: Pereira Netto 2000).
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E importante ressaltar que hd um conjunto de fatores responsaveis
pela absor¢do dessas substancias tais como, o material que contém os HPAs,
a estrutura de cada HPA, a susceptibilidade individual a estas substancias
que dependem de predisposi¢ao genética, etnia, idade, género e ainda estado
nutricional, para a mesma dose de exposi¢do (Perera 1997).

Seres humanos e outros animais encontram-se expostos aos HPAs por
diferentes vias, das quais destacam-se a inalagcdo de ar poluido e a ingestdao
de alimentos e 4gua contaminada. No caso especifico de seres humanos, vale
ressaltar outros importantes modos de exposi¢cao como o hébito (ou vicio) de
fumar, a inalacdo (passiva) de fumaca de cigarros e a exposi¢ao ocupacional
em atividades e processos que envolvem a producdo de matérias—primas que
contenham estas substincias (ex.: fundi¢des, producdo de aluminio,
pavimentacgdo de vias etc) (IPCS 1998), ou o simples manuseio das mesmas
como fuligens, alcatrdo e 6leos, principalmente os que estiverem sujeitos a
processos térmicos, como Oleos lubrificantes usados ou de 6leos de pirdlise
(IARC 1987). Na Tabela 4 encontra-se a classificacdo dos principais HPAs
segundo a sua carcinogenecidade pela TARC (International Agency for

Research on Cancer) e USEPA (US - Envrionmental Protection Agency).
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Tabela 4 - Classificagdo de HPAs selecionados pela IARC (International Agency for Research on
Cancer) e USEPA (US - Envrionmental Protection Agency).

HPA CLASSIFICACAO DA IARC CLASSIFICACAO PELA USEPA
Acenafteno N3o classificado P
Acenaftileno Nao classificado P
Antraceno 3 P
Benzo(a)antraceno 2A P
Benzo(a)pireno 2A P
Benzo(e)pireno 3 -
Benzo(b)fluoranteno 2B P
Benzo(j)fluoranteno 2B -
Benzo(k)fluorantheno 2B P
Benzo[g,h,i]perileno 3 P
Criseno 3 P
Diabenzo(a,h)antraceno 2A P
Dibenzo(a,e)pireno 2B -
Dibenzo(a,h)pireno 2B -
Dibenzo(a,i)pireno 2B -
Dibenzo(a,l)pireno 2B -
Fenantreno 3 P
Fluoranteno 3 P
Fluoreno 3 P
Indeno (1,2,3-c,d) pireno 2B P
Naftaleno 2B P
Pireno 3 P
Classificacdo da TARC:

2 A= provavelmente cancerigeno para humanos
2 B= possivelmente cancerigeno para humanos
3 = ndo classificado como cancerigeno para humanos
Classificacdo pela USEPA: P = prioritario
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Segundo a International Agency for Research on Cancer (IARC), pelo
menos 12 HPAs sdo potencialmente cancerigenos ao homem. Segundo esta
agéncia, as substancias sdo classificadas em cinco grupos, de acordo com
sua toxicidade.

* Grupo 1 — a substancia € cancerigena ao homem;

* Grupo 2A — a substancia € provavelmente cancerigena ao homem;

* Grupo 2B — a substancia € possivelmente cancerigena ao homem;

* Grupo 3 — a substancia ndo € cancerigena ao homem:;

* Grupo 4 — a substancia provavelmente ndo é cancerigena ao homem.

Em 1997, a ATSDR (do inglés, Agency for Toxic Substances and
Disease Registry) juntamente com a EPA (do inglés, Environmental
Protection Agency - USEPA) formulou uma lista, conhecida como CERCLA
Priorit List, de substancias potencialmente toxicas para os seres humanos. A
elaboragdo dessa lista foi baseada em trés fatores: freqiiéncia de ocorréncia,
toxicidade e potencial de exposicdo humana. Para cada fator foi estipulada
uma pontuacdo que no final foram somadas. O resultado final foi, entlo,
utilizado na classificacdo das substancias, de tal forma que as que obtiveram
maior pontuagcdo ocuparam os primeiros lugares (ATSDR 2006).

A CERCLA Priorit List € atualizada a cada dois anos, quando ha uma
revisdo das pontuagdes e inclusdo de novas substincias. A partir dessa lista
de 1997 a EPA passou a priorizar 16 HPAs em seus estudos (Figura 8). Na
lista de 2005 a substincia que ocupou o primeiro lugar foi o arsénio, seguido
por chumbo e mercurio. Os HPAs, como um grupo de substancias, ficaram
em sétimo lugar sendo que benzo(a)pireno e benzo(b)fluoranteno ocuparam
individualmente a nona e a décima posi¢des, respectivamente (ATSDR

2006).
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4.5. HPAS EM SEDIMENTOS

Os sedimentos constituem um importante compartimento dos
ecossistemas aquaticos, sendo reconhecido como o principal destino das
substancias introduzidas nos estudrios, podendo acumular estes compostos
em niveis elevados que aqueles observados na coluna d’adgua adjacente
(Abessa et al. 2001).

No ambiente marinho, os sedimentos agem como um substrato
cromatografico, no qual pode ocorrer adsor¢do preferencial, fracionamento,
eluicdo e dessor¢do de poluentes organicos e inorganicos (Taniguchi &
Iwakawa 2001).

Por serem hidrofébicos, muitos compostos quimicos tendem a ser
adsorvidos no material particulado e a ser depostados no sedimento
subsuperficial. Inimeros processos quimicos, fisicos e biologicos podem
levar ao acumulo de substancias no sedimento e a liberagdo dos
contaminantes para a coluna d’4dgua, produzindo riscos para a biota como
um todo (Law & Biscaya 1994).

Portanto por sua capacidade de acumular compostos quimicos ao
longo do tempo e pela sua importancia ecoldgica, os sedimentos t€ém sido
utilizados como indicadores da saude de ambientes aqudticos, podendo ser
empregados na obtencdo de uma série de informacdes associadas ao inicio,

aumento ou diminuicdo do aporte dessas substancias.

4.6. BIODISPONIBILIDADE DE POLUENTES EM SEDIMENTOS

Os sedimentos aquaticos sdo sistemas biogeoquimicos abertos,
dindmicos, estruturados, compostos tipicamente de uma zona Oxica que
possue materiais anoxicos (Fenchel 1969; Chapman 1989; Luoma 1983,

1989). Uma variedade de organismos ingere sedimentos aqudticos ou
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detritus infimo como alimento, ou vivem dentro da parte superior (a poucos
centimetros de profundidade), mantendo o contato com a zona Oxica para
satisfazer suas exigéncias de oxigénio. A profundidade do limite entre zonas
oxica e anoxica € afetada pela taxa da difusdo de oxigénio no sedimento
comparado ao consumo de oxigénio por microorganismos além do que
interacOes complexas entre o depdsito e a erosdo, reagdes geoquimicas, €
efeitos fisico-quimicos da fauna maritima (Myers e Nealson 1988).

Os bidlogos consideram o sedimento um meio dentro do qual a fauna
maritima vive.

Os gedlogos definem o sedimento como um material continuo que
seja produzido pela resisténcia, pela erosdo, e pelo re-deposicdo das rochas
de preexisténcia (referidas previamente como “o sedimento subsuperficial").
Os sedimentos podem ser formados pela erosao e pelo depdsito de dgua (tal
como praias), pelo ar (tal como dunas), ou pelo gelo (tal como depdsitos
glaciais) (Gary et al. 1974). Os materiais que o formam o sedimento podem
ser derivados de qualquer tipo de rocha preexistente, incluindo sedimentos
previamente formados, ou acumulados por outros “agentes naturais,” como a
matéria organica que se estabelece apds a formagdo na suspensdo por
organismos. Os sedimentos tornam-se geralmente mais comprimidos e
alterados quimicamente (consolidado e litificado) quando sdo soterrados.
Amplamente, a composi¢ao atual de um sedimento depende do material
fonte, dos processos de transporte que ocorrem do ambiente de re-deposi¢ao,
e de todos os processos pré-depositicionais. Assim, a descricao do gedlogo
dos sedimentos tende a centrar-se sobre os fatores que identificam o
processo da formacao do sedimento.

Dentro dos solos e dos sedimentos, vdrias ‘“colas” - polimeros

organicos e inorganicos que se ligam a particulas individuais formando
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grupos maiores de matéria denominados agregados, os quais podem afetar a
reatividade total de contaminantes.

A agregacdo pode alterar a infiltracio e transporte da d4gua e
conseqiientemente a biodisponibilidade; geralmente, a infiltracdo e a
translocacdo da dgua sdo aumentadas pela formacdo de agregados por causa
de grandes canais formados entre particulas. Por estas razdes, agregacio €
um dos fatores primdrio que controla a estrutura do solo.

A agregacdo € promovida inicialmente pela concentracdo idnica
elevada, que permite a floculagdo de particulas (ou pontes entre precipitados
individuais). A matéria organica invaridvelmente promove a agregacao de
pequenas aglomeragdes produzidas pela floculacdo dentro dos ambientes
aerobios e anaerdbicos como manifestado pelo aumento da condutividade
hidraulica e movimento da agua. Polimeros inorginicos tais como 6xido
férrico hidroso, os carbonatos minerais (principalmente calcita), e o silica
(tipicamente como uma fase amorfa) podem igualmente promover a
agregacdo. Entretanto, os polimeros inorganicos podem submeter-se ao
endurecimento dentro dos solos pela desidratacdo (Buol e outros 1997),
conduzindo a condi¢des no qual o fluxo de agua (e a penetracdo por
organismos do solo) sdo restritos.

As propriedades quimicas dos solos sdo influenciadas igualmente pela
agregacdo e precipitacao heterogénea, desde que o material composto € ndo
seus componentes separados que ditam a reatividade total. Os precipitados
geralmente depositados incluem (hidr)6xidos de ferro e manganés, material
organico e carbonatos metélicos.

Os agregados das particulas nos solos e sedimentos podem quebrar-se
através de perturbacgdo fisico-quimicas, tais como aumento de fluido, uma

diminui¢do na concentracdo idnica, mudangas em composi¢des do eletrdlito
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de divalente para cations monovalentes, a introdu¢do de um reductante, ou
uma mudanc¢a no pH (Bunn er al. 2002). Quando isto ocorre, as pequenas
particulas ou coldides inicialmente presentes agregados podem ser
mobilizados, carreando com eles todos os contaminantes associados. Isto
pode alterar fundamentalmente a porcentagem da massa de contaminantes
provavelmente biodisponiveis, particularmente se os organismos podem
agregar-se e adversamente serem afetados por particulas contaminantes.

Os contaminadores discutidos nesta secdo sao aqueles que as
consideracdes de disponibilidade bioldgica sdo importantes. Isto €, sdo
persistentes e tendem a se ligar fortemente aos solos € aos sedimentos em
ambeintes naturais. Além disso, estes existem como misturas que podem ter
as propriedades extensamente varidveis afetando assim a disponibilidade
bioldgica, tal como a solubilidade. Os compostos organicos € inorganicos
sao diferenciados por duas razdes. Primeiramente, a disponibilidade
bioldgica de compostos orginicos sobre o tempo tendem a diminuir
enquanto estes compostos difundem no solo e particulas de sedimento. Os
metais, de um lado, podem aumentar ou diminuir a biodisponibilidade sobre
o tempo dependendo da forma do metal originalmente depositado no solo ou
sedimento. Em segundo, alguns compostos organicos podem ser
microbialmente degradados 4 produtos inofensivos na subsuperficie,
enquanto que os metais somente serem transformados a uma espécie
diferente de metal. A susceptibilidade de compostos organicos a degradacdo
€ estreitamente relacionada a sua biodisponibilidade.

Aproximadamente oito milhdes sintéticos e naturalmente os
compostos organicos de ocorréncia foram disseminados extensamente desde
o século IX (NRC 1994) com seus usos em combustiveis, solventes, aditivos

de alimento, e outros produtos. Muitos poluentes organicos liberados no
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ambiente sdo encontrados associados a solos e sedimentos, onde podem
persistir por décadas. Dependendo do receptor, a associacdo destes
contaminantes com a fase s6lida pode igualmente reduzir o potencial de seu
transporte nas células vivas que ficam em contato com a matriz
contaminada.

Os hidrocarbonetos aromdticos policiclicos (HPAs) exibem a
persisténcia nos solos e sedimentos devido a tendéncia absorverem
fortemente. HPAs sdo criados ou usados em processos da combustdo, refino
de petréleo, operacdes de tratamento de madeiras, e processos naturais. Os
locais contaminados com o HPAs rotineiramente sdo encontrados para
conter nos solos e sedimentos altas concentra¢des destes poluentes, apesar
do intemperismo e dos processos naturais de atenuacdo. Diversas outras
classes de contaminantes sao detectadas freqiientemente no solo, sedimento,
e a dguas subterraneas, mas ndo indica a persisténcia em longo prazo como
dos HPAs, PCBs e nitroaromaticos. Isto pode ser devido a diversos fatores,
incluindo a biodegradabilidade do composto, sua tendéncia em particionar
na agua, ou sua volatilidade. Por exemplo, os componentes da gasolina -
benzeno, tolueno, etilbenzeno e xylene (BTEX) sdo contaminantes
difundidos na subsuperficie, mas sdo razoavelmente soliveis em 4gua e
tendem a biodegradar rapidamente. Assim seu potencial para ser altamente
persistente nos solos e sedimentos é geralmente menor do que para os
hidrocarbonetos, tais como HPAs.

Um fator importante que afeta a biodisponibilidade dos contaminantes
€ sua interacdo com 0s sOlidos nos solos e nos sedimentos. Tais interacoes
sao denominadas associacao (reten¢do) e dissociacdo (liberacdo) a fim serem
inclusivo na abundincia de mecanismos que podem ser operacionais (Fig.
13).
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Figura 13 — Exemplo de Associacdo e Dissociac¢do entre os compartimentos.

As reacdes de associacdo de contaminantes organicos e inorganicos podem
diferir apreciavelmente. Os contaminantes inorganicos podem se associar
com solidos através de ligacOes fisico-quimicas ou através da precipitacao
de uma nova fase s6lida. A ligacdo do contaminante organico pode envolver
uma divisao hidrofébica ou a formagao de pontes fisicas ou quimicas com a
superficie s6lida. A terminologia usada para descrever interagcdes solido-
contaminantes (organicos e inorganicos) € fornecida abaixo:

Associagdo, reten¢do ou sorption: a ligacdo de uma espécie sem
implicacdo ao mecanismo (que pode incluir a adsor¢do, absor¢do,
precipitacdo e a precipitagao de superficie) (Fig. 14).

Adsor¢ao: a ligacao de um fon ou de uma pequena molécula para uma
superficie em um local isolado - um complexo de superficie bidimensional.

Essa ligacdo pode ser eletrostatica, quimica, ou hidrofébica (Fig. 14).
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Absor¢do: a assimilacio de uma espécie dentro de outro material
(andlogo a absorcdo de 4gua em uma esponja) (Fig. 14).

Particionamento: a distribui¢do de uma populacdo de moléculas de um
dado composto entre duas fases, determinadas pela compatibilidade relativa
do composto com cada meio (Schwarzenbach et al. 1993).

Precipitacdo: a formacdo de uma estrutura tridimensional sem
associacdo de um material do substrato (sorbente). Este processo ocorre
diretamente na solu¢do e conduz a particulas discretas. A precipitacdo de
superficie, € um mecanismo heterogéneo, se refere a nucleacdo em particulas
previamente existentes. Ambos sao processos importantes para a retengao do
metal e de metaldide, mas geralmente ndo contribuem a retencdo de

composto organico nos solos e nos sedimentos (Fig. 14).

C - Reagoes de
precipilagio
Y. |
8 $ 8 —=—-
‘ ‘ Absorgio

A i
Adsorgiio /T

Figura 14 — Mecanismos de retencdo de ions ilustrando as reagdes de (a) adsor¢do, (b) absorcao e
(c) precipitagao sobre uma superficie mineral (Schwarzenbach et al. 1993).

Os contaminantes em particulas do solo e sedimento podem ser
transportados junto com as particulas, através da entrada de dgua ou ar. Isto
permite o transporte dos contaminantes que sdo associados fortemente com
as particulas e t€ém pouco potencial para a liberacdo na forma solivel para

agua ou em forma de vapor para ar.
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As particulas contaminadas do sedimento na interface d4gua-sedimento
podem ser transportadas através da resuspensao em volumes de dgua que se
movem ao longo da superficie do sedimento (Fig. 15). Devido a seu
tamanho, as particulas maiores e mais pesadas podem ser suspendidas por
um periodo de tempo curto, tendo por resultado seu depdsito apds o
transporte lateral por uma distancia curta. Este processo frequentemente
pode ser repetido muitas vezes em sequéncia, tendo por resultado o
movimento para baixo das particulas maiores e mais pesadas (Fig. 15). Este
transporte ocorre em uma taxa mais lenta do que no caso das particulas
menores, mais claras, que tendem a permanecer suspensas pelo fluxo da
dgua. A quantidade de material transportado rio abaixo € uma funcdo
exponencial da velocidade de fluxo, assim que os grandes eventos
(inundagdes) sao responsaveis para uma grande propor¢cdo do transporte de
sedimento na maioria de sistemas. Em rios contaminados isto significa que
as inundagdes podem mover sedimentos contaminados em zona sujeitas a
inundacdes. A implicacdo € que, como o rio corta bancos novos, este corta
continuamente os sedimentos contaminados nas zonas sujeita a inundacoes,
criando um fluxo para baixo, sendo uma fonte secundaria de contaminag¢do
adicional. As zonas contaminadas sujeitas a inundagdes adicionam assim a

complexidade na remediacao de rios (Luthy 2003).
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Figura 15 — Representagdo esquemadtica do transporte de um metal em canal ou rio demonstrando
transporte por carreamento e suspensdo de material particulado dissolvido. Note que o material
transportado suspenso contém particulas de todos os tamanhos incluindo coldides (Fonte:
Schnoor 1996).

A sedimentacgdo e o soterramento sdo também processos de transporte
importantes que podem afetar a biodisponibilidade de contamiantes ligados
ao sedimento. A taxa de sedimentacdo € dependente do tamanho e da
densidade de particula e das condi¢des fisico-quimicas no sistema que
determinam a taxa e a extensao da agregacdo de particulas. Se as particulas
que sdo depositadas no fundo da &dgua de superficie se submetem ao
soterramento elas podem ser resuspendidas e movidas rio abaixo
dependendo da dgua de superficie, do tamanho e densidade da particula, e a
magnitude da carga suspensa da particula. Dentro de um unico corpo da

agua ha geralmente localizacdes onde as particulas tendem a se assentar e
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acumular e as localizacdes em que as particulas residem nos sedimentos por
somente um curto periodo de tempo.

A biodisponibilidade dos contaminantes atuais nos solos € nos
sedimentos é governada por uma larga escala de processos fisicos, quimicos,
e bioldgicos. De fato, a biodisponibilidade é o resultado integrado de um
nimero de processos complexos, local-especificos, quimico-especifico e
organismo-especificos. A biodisponibilidade de um contaminante para um
receptor serd determinada pelo efeito combinado destes processos, assim
como pelas propriedades do solo ou sedimento, o contaminante, € o receptor
de interesse. Em particular, a heterogeneidade dos solos e os sedimentos t€m
um efeito profundo em processos de biodisponibilidade. Embora o nimero
de processos especificos envolvidos na biodisponibilidade seja
invaridvelmente grande, tipicamente algumas etapas serdo as mais restritivas
e dao assim o grande impacto na biodisponibilidade total (isto €, para uma
dada situacdo, um processo seleto € esperado para dominar a
biodisponibilidade do contaminante). A avaliacdo da biodisponibilidade, que
tipicamente envolverd a medida de vérias propriedades fisico-quimicas e
alguns tipos de respostas bioldgicas, o objetivo devem ser caracterizar
somente nas caracteristicas mais criticas do sistema usando as ferramentas
apropriadas para a medi¢ao da biodisponibilidade. O desafio é compreender
bastante o sistema (isto é, mecanicamente) de modo que as medidas tomadas
enderecem suficientemente aspectos chaves.

E, finalmente, pouco se sabe sobre processos de biodisponibilidade
para as misturas dos contaminantes, que sdo comuns a quase todos os
cendrios de contaminacdo. E certo existir uns sinergismos e antagonismos
que afetem como os contaminantes nas misturas se ligam aos solidos

subsuperficiais e como sao contraidos pelos organismos. (Por exemplo, se
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sabe que a absor¢do do cddmio em plantas estd afetada pelo zinco e pelo
cdlcio). A fim de se fornecer avaliacOes exatas da biodisponibilidade de
contaminantes como parte da avaliacdao de risco quantitativa, nés devemos
procurar encher os vdcuos em nosso conhecimento e compreender melhor

como os varios processos diferentes sao ligados (Luthy 2003).

4.7. CONTAMINACAO DOS SEDIMENTOS DE MANGUEZAIS POR
OLEO

O potencial de associac@o entre poluente e o substrato de manguezal
dependem da especificidade do poluente para o substrato e da estabilidade
das substincias recentemente formadas. A acumulacdo no sedimento de
granulometria fina, com alto teor de matéria organica e precipitacdo de
metais e sulfetos, sdo os aspectos mais importantes que estao envolvidos na
acumulacdo e distribuicdo de elementos tracos nos sedimentos de
manguezais O sedimento de mangue opera como reservatorio
biogeoquimico para poluentes (metais pesados, HPAs) (Lacerda 1998).

A textura do sedimento controla a razdo da penetracdo de Oleo que,
em sedimentos finos e lamosos, tende a ser minima. Apesar disso, muitos
autores sugerem paradoxalmente que marismas e planicies de marés podem
atuar como verdadeiros reservatorios de 6leo no ambiente, particularmente
em superficie, por se desenvolverem em ambientes de baixa energia, de
baixa declividade e de reduzida movimentacdo de d4guas, favordveis a
deposi¢ao de sedimentos finos e ricos em detritos. Ha sugestdoes de que
determinados compostos do 6leo mineral podem persistir por anos ou
décadas nesses ambientes, freqiientemente se aderindo aos sedimentos

superficiais (SCPMEU 1985).
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A natureza dos sedimentos (granulometria, conteido de matéria
organica e mineralogia), bem como a dinamica das ondas influenciam a
acumulacdo de hidrocarbonetos em sedimentos marinhos. Regides com
sedimentos argilosos e ricos em matéria organica, protegidos da acdo das
ondas, tais como aqueles predominantes em regides de manguezal, sdo zonas
de preferencial acumulagdo de poluentes organicos, quando comparadas com
aqueles locais de substrato grosseiro e sob a agao direta das ondas (Le Dréau
et al. 1997).

A alta produtividade primdria, os abundantes detritos de matéria
organica, o alto teor de carbono organico, aliados aos sedimentos finos e
anoxicos de zonas de manguezal, fazem com que os mesmos sejam locais
preferenciais para depdsito e preservacdo de HPAs antropogénico, onde os
compostos podem permanecer por muitos anos (Woodhead et al. 1999;
Readman et al. 1996; Readman et al. 2002).

As concentragOes totais de HPAs em sedimentos de manguezal sdo
geralmente superiores aquelas de dreas marinhas consideradas poluidas. A
concentracdo de HPAs em sedimentos de mar aberto é normalmente uma a
duas ordens de grandeza inferior aquelas de sedimentos costeiros,
demonstrando assim que a natureza do sedimento e a dinamica do ambiente
influenciam a distribuicdo espacial dos HPAs (Yang 2000).

Pode-se tentar chegar a uma generalizacdo dizendo-se que sedimentos
com alto conteido de carbono organico (a exemplo dos sedimentos de
manguezal) apresentam altas concentracoes de HPAs (Witt 1995; Yang
2000). Bernard et al. (1995) realizaram uma avaliagdo da polui¢do por
hidrocarbonetos de petr6leo em uma zona de manguezal localizada na Ilha
de Guadeloupe e verificaram que as concentracoes totais de hidrocarbonetos

apresentavam uma concentracdo maior na zona fluvial (ambiente de
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mangue), maiores no material particulado do que nas particulas dissolvidas e
um decréscimo dessas concentracoes em direcdo a zona marinha.

Os altos valores de concentracdo de hidrocarbonetos nos manguezais
sugerem que eles funcionam como uma barreira natural para os poluentes
carreados pelas correntes fluviais em direcdo ao ambiente marinho e vice-
versa. Nota-se ainda que, no manguezal, a maior fracdo dos hidrocarbonetos
encontra-se associada aos materiais particulados, apontando para a
importancia dos sedimentos do substrato na retengdo dos poluentes
organicos.

Nos estudos realizados por Bernard er al. (1995), as investigacoes
quanto a origem dos hidrocarbonetos acumulados nos sedimentos mostraram
que havia uma forte contribuicdo da vegetaciao continental de manguezal no
conteudo da matéria organica sedimentar, evidenciado pela predominéncia
de compostos saturados com nimero impar de dtomos de carbono sobre os
homologos com numero par de dtomos de carbono (IPC > 1) e altas taxas
nC29/nC17. O enriquecimento da coluna de 4gua em hidrocarbonetos
fortalece a idéia de que os manguezais sdo importantes fornecedores de
matéria organica para os ambientes marinhos.

Zheng et al. (2002) estudaram a distribuicdo espacial dos compostos
policiclicos aromdticos em sedimentos costeiros umidos de ambiente
subtropical e observaram uma varia¢ao na concentracdo dos HPAs ao longo
de uma secdo transversal a costa. As concentracoes de HPAs estdo nos
sedimentos superficiais do substrato de manguezal ocorrendo um
decréscimo dos mesmos em dire¢do ao mar. A gradual diminui¢cdo na
concentracdo dos HPAs em direcdo ao mar € atribuida a dinidmica das
condi¢oes hidrologicas ambientais, que favorecem a deposi¢do nos locais

mais protegidos da acdo das marés. A presenca da vegetacdo de manguezal
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produz uma reducdo na velocidade das correntes de maré o que contribui
para aumentar a taxa de sedimentacdo dos HPA nos substratos desse
ecossistema. As maiores concentragdes de HPA nos sedimentos superficiais
do substrato do manguezal sdo devidas, portanto, a predominéncia da taxa de
deposi¢ao de material particulado em suspensdo sobre a taxa de mobilizacdo
e transporte dos mesmos, quando comparadas com ambientes
hidrologicamente mais dindmicos.

Zheng et al. (2002) determinaram as concentracdes de HPA’s durante
os periodos de verdo e inverno em duas baias de Hong Kong (Mai Po e Deep
Bay Ramsar) e observaram que as mesmas nao mostraram grande
sensibilidade as mudangas climdticas locais. A coleta de verdo exibiu
concentracdo de HPAs muito superior as do inverno. O fato foi atribuido a
persisténcia dos HPAs estudados em sedimentos com caracteristicas
anoxicas, siltico - argilosos e ricos em matéria orginica, presentes no
manguezal, que interferem na velocidade dos processos de biodegradacao
dos hidrocarbonetos, mascarando um possivel padrdo de distribuicdo das
concentragdes dos HPAs em func¢do das condi¢des ambiental climéticas.

A riqueza do substrato em material argiloso e carbono organico
favorecem a fixacdo e adsor¢do dos poluentes quimicos oriundos da
industria do petrdleo (Tavares 1996). No entanto, a afinidade dos
hidrocarbonetos policiclicos aromdticos por sedimentos ricos em matéria
organica foi contestada por Tam et al. (2001). Os autores sugerem que a
distribuicdo das concentracdoes de HPAs em sedimentos seria determinada
principalmente pelo aporte direto de hidrocarbonetos no ambiente e,
secundariamente, pela natureza do substrato. Isso implica em dizer que, nos

ambientes onde o petroleo fosse considerado um tensor cronico, como € o
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caso da regido noroeste da Baia de Guanabara, as concentracdes esperadas
de hidrocarbonetos deveriam ser naturalmente elevadas.

Além das caracteristicas fisicas do ambiente, outros fatores
condicionam a resposta dos manguezais a introdu¢cdo do petréleo. Dentre
elas pode-se citar o tipo e volume de dleo, padrao de deposi¢ao do poluente
e sua persisténcia no sedimento, dgua e biota (Rodrigues 1997; Novelli
1995).

Segundo Rodrigues (1997), quanto mais abrigado for o ambiente
maior serd o tempo de permanéncia do Oleo no manguezal e,
conseqiientemente, maiores o0s danos ao ecossistema, ressaltando a
importancia da acdo das marés na recuperacdao ambiental.

Quando acontecem acidentes envolvendo derrames de 6leo em
ambiente marinho, regides de manguezal funcionam como barreiras naturais
a penetracdo de 6leo em direcdo ao continente. Quando o 6leo € lancado ao
mar, a sua baixa densidade (0.83 g/cm’), combinada 2 acdo dos ventos e das
marés, faz com que ocorra a difusdao do 6leo para longe da fonte poluidora
(Ke et al. 2002). A acdo das marés tem sido apontada como eficiente na
remocdo de volumes significativos de 6leo do manguezal e o dleo que
recobre a superficie das folhas € facilmente removido, lavado ou diluido
pelas marés. Ke et al. (2002) verificaram no manguezal de Yi O, que a
contaminacdo dos sedimentos e folhas foi dramaticamente reduzida trés
meses apds o acidente, gracas a lavagem efetuada pelas marés. A
importancia das marés na retirada de poluentes do ecossistema manguezal
também reportada por Burns ef al. 1994a,b; Burns & Yelle-Simmons 1994;
Burns et al. 2000).

O destino do 6leo derramado em ambientes marinhos ou terrestres

depende ainda de uma série de fatores fisico-quimicos e bioldgicos que
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incluem evaporagao, foto-oxidac¢ao, biodegradacao e natureza do sedimento.
A combinacdo desses processos € denominada de intemperismo e € capaz de
reduzir a concentracdo dos hidrocarbonetos em sedimentos.

A evaporacgdo € um importante processo abidtico no intemperismo do
6leo derramado. Os componentes do 6leo cru, com ponto de ebuli¢do abaixo
de 200° C, sofrem evaporacdo, promovendo uma reducdo de até 30% do
volume inicial do o6leo. Compostos como o naftaleno, de baixo peso
molecular, sdo facilmente evaporados, dissolvidos e degradadados por agao
microbiana, em pequenos intervalos de tempo (Ke et al. 2002).

Ke et al. 2002 apontam a foto-oxidacdo como outro processo
relevante na modificacdo da concentracdo e composi¢ao do dleo original. Os
HPAs de alto peso molecular sdo fotossensiveis. Segundo os autores, em
zonas de manguezal, em curto prazo, a biodegradacdo do 6leo ocorre mais
lentamente que os processos de intemperismo fisicos devido as condi¢des
anaerdbicas do meio, com baixo oxigénio dissolvido e alto conteudo em
carbono organico e argila. A longo prazo, no entanto, a biodegradacdo
desempenha papel importante na recuperacio de ambiente impactado por
Oleo.

Munoz (1997) monitorou um derrame simulado de 6leo tipo arabe
leve em ambiente de manguezal (Ilha de Guadeloupe) por oito anos, usando
como critério de avaliagdo do grau de degradacdo do 6leo, e a abundancia
relativa dos componentes saturados em sedimentos superficiais, até a
profundidade de 20 centimetros. Os resultados geoquimicos obtidos a partir
da identificacdo e quantificacdo dos compostos organicos do 6leo residual
por CG — MS demonstraram que, apés um ano, os n-alcanos foram
sensivelmente degradados; quatro anos apds o derrame, uma MCNR

(mistura complexa ndo resolvida) pronunciada era observada nos
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cromatogramas, onde predominavam os isoprendides pristano e fitano.
Depois de oito anos de monitoramento, os n-alcanos do 6leo residual foram
totalmente degradados, pristano e fitano foram severamente degradados e o
perfil cromatogréfico era dominado por hidrocarbonetos saturados ciclicos e
policiclicos aromaticos.

Burns et al. (1994a) estudaram o tempo de permanéncia do 6leo em
um manguezal de clima tropical, em decorréncia do derrame de
aproximadamente 16.000 m’ de 6leo, ocorrido em 1986 na Bafa las Minas
(Panamd). Os processos de intemperizagdo removeram OS componentes
volateis do 6leo (em especial os n-alcanos), seis meses apos o derrame. Na
maioria dos casos, os hidrocarbonetos presentes eram representados por 99%
de uma MCNR. Apenas os sedimentos fortemente recobertos por o6leo
apresentavam, a €poca, n-alcanos e isoprendides.

Este estagio de degradacdo em climas temperados exigiria um periodo
de tempo da ordem de dois anos. Depois de um periodo de cinco anos, o
6leo residual do derrame acima descrito alcancou profundidades superiores a
20 cm no substrato do manguezal, movido pela acdo das ondas, por difusdo
favorecida pela presenca de tocas de caranguejos e canais deixados pelas
raizes mortas da vegetacdo de manguezal, e ficou trapeado na zona andxica
do substrato desse ecossistema, onde permaneceu inalterado, sem sinais de
degradacdo, inclusive com n-alcanos preservados. Este fato levou os
pesquisadores a sugerirem que os impactos sofridos por um manguezal, em
virtude de um derrame de 6leo, sdo observados por um periodo de até 20
anos. Assim sendo, em regides de clima tropical/sub-tropical, embora o
tempo de permanéncia do 6leo em praias € no mar seja relativamente
pequeno, esse tempo € da ordem de dezenas de anos, quando se considera o

ecossistema manguezal (Burns et al. 1994a).
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4.8. CONSEQUENCIAS ADVERSAS NA FAUNA E FLORA
DECORRENTES DA PRESENCA DO OLEO EM MANGUEZAIS

A presenca do 6leo no manguezal traz conseqiiéncias que variam
amplamente, podendo provocar desde modificacdes nas folhas, raizes e
propagulos da vegetacao até a morte dos individuos. Em casos mais graves,
o exterminio do bosque de manguezal pode vir a ser observado.

A vulnerabilidade da vegetacdo de manguezal ao Oleo esta
diretamente relacionada ao grau de recobrimento de sua estrutura
respiratoria (Silva et al. 1997).

Garrity et al. (1994) sugeriram que 50% ou mais de cobertura por 6leo
das raizes superficiais por um periodo minimo de 18 meses provocaria a
morte de 50% ou mais do bosque.

A sensibilidade de cada manguezal ao Oleo difere em funcio das
condi¢Oes especificas de cada bosque, tais como densidade de raizes aéreas e
tipo do substrato. Por exemplo, para um manguezal fortemente atingido por
um derrame de 6leo, sob condi¢Oes de baixa densidade de raizes aéreas e
substrato com textura arenosa, o manguezal sobreviveria enquanto que para
uma alta densidade de raizes aéreas e sedimentos argilosos o manguezal
morreria (Ke et al. 2002), condicionado pela maior fixacdo do 6leo em
sedimentos finos e pela possibilidade de migrac¢ao do 6leo em profundidade,
gracas a porosidade criada pelo sistema radicular da vegetacao.

A afirmativa acima deve ser vista com cautela, uma vez que o0s
géneros de vegetacdo de manguezal reagem diferentemente ao Oleo:
Rizophora é a mais resistente, enquanto que Avicennia € Laguncularia sao
mais sensiveis a presenca do 6leo (Rodrigues 1997).

Além da vegetacdo, a fauna do manguezal também sofre com os

derrames de petréleo. A morte de pdssaros, tartarugas, peixes, invertebrados
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em geral, além dos microorganismos que colonizam o substrato e a agua,
tem sido observada apds derrames de Oleo nesse ecossistema, causando
sérios prejuizos ambientais € econdmicos.

As conclusdes de Rodrigues (1997) sobre os efeitos do 6leo no

manguezal estdo resumidas na tabela 5.

Tabela 5 — Efeitos do 6leo no manguezal (modificado de Rodrigues 1997).

Individuo considerado Efeitos da presenca do 6leo no manguezal

Folhas Desfolhagao total ou parcial, a depender da intensidade do tensor e diminui¢cdo da
capacidade fotossintética;

Alteragdes no tamanho das folhas com redugao da area foliar;

Manchas, murchamento, amarelecimento, enrolamento, clorose e necrose.

Raizes O recobrimento das raizes aéreas pode causar alteragbes estruturais, levando o
individuo a morte (caso extremo).

Propagulos e plantulas Mutagoes que causam deficiéncias em clorofila;
Alteragdes na forma e tamanho dos propagulos; aborto.

Caules Sinais de queimadura quimica, escurecimento e murchamento dos tecidos do caule de
plantulas e fissuras verticais ao longo do tronco das arvores.

Bosque Diminuigao da densidade total de arvores e individuos jovens;
Alta mortalidade de plantulas que tentam colonizar a area
Os efeitos na estrutura do bosque séo notados tardiamente.

Por outro lado, a atividade bacteriana em solos de manguezais pode
ser responsavel pela rapida degradacdo do dleo combustivel. Esse potencial
depurativo € freqlientemente ignorado ou subestimado pela literatura que
procura hierarquizar a sensibilidade de sistemas costeiros (Noenberg & Lana
2002).

O desmatamento e degradacdo de manguezais resultam na
mobilizacdo de metais pesados acumulados, e assim seu acimulo na cadeia
trofica costeira. Portanto, a conservacdo dos ecossistemas de manguezais
transcende a questdo da biodiversidade, pois este também pode contribuir
significantemente com a manutencdo da saide ambiental das areas tropicais

costeiras.
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Desta maneira escolheu-se a Baia de Guanabara, local sujeito a
poluigdo cronica e aguda de petrdleo e derivados, que em janeiro de 2000,
sofreu o maior derramamento de 6leo na historia desta Baia. Cerca de 1800
m?3 de 6leo naval, do tipo MF380, foram liberados, atingindo importantes

areas de manguezais.
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Capitulo 5
AREA DE ESTUDO
5.1. MANGUEZAL DE SURUI

O manguezal de Surui foi diretamente atingido pelo acidente ocorrido
em janeiro de 2000. Esse Manguezal estd localizado no municipio de Magé.
Adquire importancia pela presenca na hidrografia do Rio Surui e do canal do
Surui-Mirim ambos servindo de limite — em alguns trechos — entre esta zona
e a APA de Guapimirim, além de desaguarem na mesma. Por situar-se
também ao norte desta unidade de conservacdo guarda semelhancas e, suas
demais caracteristicas com as zonas denominadas Norte-APA.

A bacia hidrografica do Rio Surui possui uma area de 62 km?, tendo
em sua extensao o maior curso com 17 km. Este rio possui como limite norte
a Serra dos ()rgﬁos, limite sul a Baia de Guanabara, limite leste Bacia do rio
Iriri e bacia do Rio Roncador e limite oeste a bacia do Estrela/Inhomirim. O
mangue de Surui limita-se a oeste com a zona Morro da Solina e ao norte
pela rodovia RJ-116.

Assim como as duas outras zonas ao norte da APA esta também
requer acompanhamento especial quanto a gestdo ambiental, uma vez que
apresenta significativos 10,08% de sua darea urbanizada com baixa
intensidade na ocupacao.

A cobertura por floresta é praticamente inexistente (apenas 0.16%),
dado que se torna alarmante quando cortejado com os indices encontrados
nas classes de campos e pastagens (11.31%), vegetagdo secundaria (23.12%)
e, principalmente, de encosta degradada, classe de maior superficie na zona
com 26.33% da area total. Esses percentuais apontam fortes indicios de
desmatamento junto 4 Area de Preservacdo Vizinha, processo que deve

merecer compensagoes.
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De modo mais auspicioso, as andlises detectaram 16.58% da area
constituida por mangues conservados, contra 0.21% de mangues degradados.
As varzeas e dreas inundadas somam 12.08%, o que indica a possibilidade
de acdes visando a regeneracdo também dos manguezais (Egler et al. 2003).

Em Janeiro de 2000 na regido da Refinaria Duque de Caxias ocorreu
um derrame de Oleo de cerca de cerca de 1.300.000 litros de Oleo
combustivel marinho MF380, caracterizado como mistura de diesel e 6leo
combustivel pesado, o qual ocorreu num periodo de maré de sizigia,
resultando num impacto sobre as areas de manguezal ao fundo da Baia de
Guanabara e nas areas mais internas desta. Os manguezais mais atingidos
pelo 6leo derramado foram aqueles localizados no trecho entre Duque de
Caxias (principalmente adjacente a refinaria e ao local de rompimento do
duto) e Magé (Desembocadura do rio Surui) (Soares et al. 2006).

Ap06s o derrame ocorrido em janeiro de 2000, varios estudos tém sido
desenvolvidos, avaliando o tipo de contaminacdo e os impactos causados a
fauna e flora do manguezal de Surui.

Trabalhos recentes determinaram que passados quatro anos do
acidente, houve uma queda de 70% da concentracdo inicial dos
hidrocarbonetos alifaticos e HPAs. Apesar desse decréscimo, Farias et al.
(2008) detectaram a presenca de HPAs em concentracdes muito elevadas no
manguezal de Surui, cerca de 30 pg/g. A cinética de degradacdo dos HPAs
apresentou valores mais elevados nos compostos de menor peso molecular e
com o menor grau de alquilagdo. Os dados de hopano e esteranos confirmam
a existéncia do 6leo derramado nos manguezais de Surui. Ainda com base na
interpretacdo de espectros de massa e comparacdo com dados da literatura
fo1 possivel sugerir a presenca de HPAs de origem diagenética de diversos

compostos tetra e penta ciclicos. Também a distribuicdo dos n-alcanos de
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maior peso molecular nos sedimentos evidenciou a presenca de produtos
oriundos de vegetais superiores. Porém, como esta regidao estd localizada
proxima a APA de Guapimirim, esses manguezais ndo sofrem diretamente

pela regido industrial (Farias et al. 2008).
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Capitulo 6
MATERIAIS E METODOS

6.1. COLETA DAS AMOSTRAS DE SEDIMENTOS SUPERFICIAIS

As amostras superficiais foram coletadas em 21 de janeiro de 2006
em 23 estagdes distribuidas em uma malha amostral entre os rios Surui e
Surui-Mirim (Fig. 16). As amostras foram utilizadas para andlise de
granulometria do sedimento, medida de condutividade elétrica, andlise de
matéria organica, biopolimeros, atividade respiratoria bacteriana, atividade
enzimdtica bacteriana e concentragdao de biomarcadores de petréleo.

As amostras de sedimento superficial foram coletadas em 23

estacdes ao longo do Manguezal de Surui (Figuras 16).
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Figura 16 — Localizac¢do das amostras superficiais ao longo do Manguezal de Surui.

As amostras foram transportadas para o laboratério, em caixa

térmicas na presenca de gelo, sendo imediatamente utilizadas para a anélise

dos pardmetros microbioldgicos. Para a determinacdo do nimero de células
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microbianas retirou-se uma aliquota das amostras, as quais foram fixadas

em formol e guardadas em freezer.

6.2. COLETA DOS TESTEMUNHOS

Foram analisados quatro testemunhos (T1, T2, T3 e T4), coletados
no Manguezal de Surui, proximo a APA de Guapimirim. Estes testemunhos
foram retirados pelo método de percussdo, utilizando tubos de aluminio
(Fig. 17; Tab. 6). Os testemunhos fora fatiados e as amostras constituidas
dos 3 cm iniciais e apds de 5 em 5 cm (5-10; 10-15; 15-20; 20-25 e 25-30
cm), todas armazenadas em potes previamentes descontaminados para

posterior andlises.

Tabela 6 - Coordenadas e comprimento dos testemunhos.

Testemunho Latitude (S) Longitude (W) | Profundidade no sedimento (cm)
1 22°41.56° 43°06.57° 30
2 22°41.43° 43°06.62’ 30
3 22°41.31° 43°06.38° 30
4 22°41.35° 43°06.36’ 30
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Figura 17 — Localizacdo dos Testemunhos ao longo do Manguezal de Surui.

6.3. TOPOGRAFIA

A topografia do manguezal foi realizada em 16 de outubro de 2007,
pelo Laboratério de Agrimensura da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro (UFRR)).

Para o levantamento de campo foi usada uma Estacdo Total, Marca
Trimble, modelo 3305, classe 2 (precisdo média) com precisdo angular de
5” e precisdo linear de 2mm + 2ppm. O georreferenciamento foi feito com
receptores GPS, marca Ashtech, modelo ProMark2 com precisao linear de
Smm + 1ppm e precisdo altimétrica de 10mm + 2ppm.

O Levantamento Topografico foi feito a partir de uma poligonal

fechada de 19 vértices e apoiada em duas estacdes auxiliares com
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receptores GPS, sendo que as coordenadas planas dos pontos estdo no
Sistema UTM, SAD 69, MC =45° w Gr. com altitudes ortométricas.

Segue o quadro com os dados de fechamento da poligonal:

Poligonal Dados de Fechamento
Fechamento Angular 0°01’55”
Fechamento Linear 0,176 m
Diferenca em E -0,1776 m
Diferenca em N -0,005 m
Diferencga Altimétrica -0,008 m
Precisdo Relativa 1:6.793
Comprimento da poligonal 1.195,294 m
NUumero de Vértices 19

6.4. PARAMETROS MICROBIOLOGICOS

6.4.1. ATIVIDADE DAS ENZIMAS ESTERASES (ESTE) -
ESTIMATIVA DA HIDROLISE DA FLUORESCEINA DIACETATO
6.4.1.1. FUNDAMENTACAO TEORICA

O método é baseado na estimacdo da fluoresceina produzida em
amostras (solo, dgua, etc.) tratado com solucdo de diacetato de fluoresceina
e incubado a 24 °C.

Compostos fluorogénicos sdo enzimaticamente transformados em
produtos fluorescentes que podem ser visualizados por microscopia de
fluorescéncia. Derivados de fluoresceina podem ser hidrolisados por
lipases, esterases e parcialmente por proteases. A reacdo pode ser catalisada
por todas as células bem como por enzimas extracelulares.
Microorganismos, algas, protozodrios e tecidos animais sdo capazes de
catalisar esta reagdo. Esteres de fluoresceina sdo apolares e podem ser
transportados facilmente através da membrana de células ativas. Em
contraste produtos fluorescentes sdo polares e permanecem no interior da

célula. Portanto, a técnica pode ser usada para revelar a atividade
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microbidtica de células em culturas puras e em solos, mas ndo esporos ou
células na fase estacionaria de crescimento (Stuberfield & Shaw 1990).

A hidrélise de FDA (diacetato de fluoresceina) em solos € linear com
o tempo e solo acima de 3h e 4g de peso seco, respectivamente. Zelles e
colaboradores e Hund t€m usado 0.5 e 1.0g (peso fresco) de solo e 20 mL
de fosfato padrdo. A concentragdo final de FDA era 2 pg/mL. O
relacionamento entre a atividade e o tempo foi linear acima de 75min a
23°C. Tendo como pH o6timo entre 7 ¢ 8. Em pH 8.5 ocorre hidrdlise
quimica do FDA.

Acetona é necessdria para parar a reagcdo e extrair a fluoresceina das
células. Alguns compostos extraidos do solo podem interferir com as
medidas colorimétricas. Poluentes tém diferentes efeitos na hidrélise do
FDA. A hidrélise do FDA diminui com a profundidade do solo e esta
ligada com a respiragc@o do solo. O FDA bem como a fluoresceina podem
estar adsorvidas em matéria organica do solo e minerais de argila, sendo a
hidrélise do FDA completamente inibida apds esterilizacdo térmica

(Stuberfield & Shaw 1990).

6.4.1.2. PROCEDIMENTO

O sedimento (lg de peso fresco) ou amostra liquida (1,0ml) é
colocado em um frasco Erlenmayer (250mL) e tratado com 19mL de
tampao fosfato pH 7.6. Adicionar 100 pL (0.1ml) de diacetato de
fluoresceina (concentracdo final de 1pg/mL).

Fazer branco (controle): amostra + tampao fosfato + 100 pL de
acetona. A mistura é incubada no shaker rotatério a 24°C por 75 minutos.
Ap6s a incubagdo a reacdo € interrompida, colocando-se os erlenmayers no
gelo fundente (4gua + gelo).

Retirar uma aliquota, colocar em tubo de centrifuga e centrifugar a

durante 10 a 15 minutos.

79



Medir a densidade 6tica do sobrenadante limpido a 490 nm.

6.4.2. ATIVIDADE DO SISTEMA TRANSPORTADOR DE
ELETRONS - QUANTIFICACAO DE DESIDROGENASES E DA
ATIVIDADE DO SISTEMA TRANSPORTADOR DE ELETRONS
(ASTE)

6.4.2.1. FUNDAMENTACAO TEORICA

O método € baseado na mudanga de coloracdo do 2-[(p-iodofenil)-3-
(p-nitrofenil)-5-fenil tetrazolium] como aceptor artificial de elétrons. O
produto da reacdo, medido a 475 nm, € o INF (cloreto de
iodonitrotetrazolium).

O método estd fundamentado no fato de que a atividade do sistema
transportador de elétrons (ASTE) das células aerébias e anaerdbias, é capaz
de reduzir o INT para INT-formazan.

O INT funciona, entdo, como um aceptor artificial de elétrons,
quando o complexo succinato desidrogenase, da cadeia transportadora de
elétrons, é reoxidado. As desidrogenases sdo enzimas constitutivas,
intracelulares e a atividade estd ligada diretamente a respiracdo e,
consequentemente, ¢ um método que avalia células vidveis e geracdo de
adenosina trifosfato (ATP). A ASTE existe em organismos aerdbios e
anaerdbios e € freqiientemente usada como um indice do metabolismo e,
portanto, estd relacionada com a biomassa.

Usualmente a quantificagcao desta atividade € feita com o suprimento
de doadores de elétrons como o NADH, NADPH e succinato, obtendo uma
andlise da atividade potencial da microbiota, diferente daquela que ocorre
em condicdes naturais. Trevors (1984) realizou um ensaio incubando INT
num meio sem qualquer suprimento de doadores de elétrons, respeitando as
condi¢Oes naturais e quantificou a atividade real da microbiota. Davignon

& Relexans (1989) fizeram uma modificagao no método de Trevors (1984).
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Eles estabeleceram uma relagdo entre o consumo de O, e o INT-Formazan
para culturas axénicas de bactérias e com amostras de sedimento. A
justificativa foi que a quantificacio de atividades biolégicas em
ecossistemas aqudticos € essencial para o conhecimento de seu
funcionamento e acrescentaram, aos métodos classicos de medidas de
consumo de O,, esta metodologia, expressa como atividade do sistema
transportador de elétrons (ASTE). Neste trabalho, na fase experimental é
usada a estratégia de Trevors (1984), sem o uso de doadores de elétrons,
mas na fase de célculo é empregado Davignon & Relexans (1989). O
resultado obtido corresponde a atividade atual ou real, pois ndo € oferecido

doadores de elétrons, como succinato ou NADH.

6.4.2.2. PROCEDIMENTO

Pesar 1 g de sedimento imido em vidro escuro, estéril e com tampa.
Manter uma camada de hidratacdo na superficie do sedimento (apenas o
menisco) Para cada amostra de sedimento, € aconselhdvel preparar 3
réplicas.

Para cada amostra de sedimento, € aconselhdvel preparar aliquotas
controle. O controle recebera todos os reagentes, exceto o INT.

Adicionar 0,2 ml de solu¢do do INT 8mM. (A solucdo estoque de
INT deve ser preparada em dgua deionizada (25 a 50ml), e guardada em
frasco ambar, na geladeira) Homogeneizar o INT com o sedimento, com o
auxilio de um bastio de vidro Incubar a temperatura ambiente, protegido da
luz, por 35 minutos. (O INT € fotoldbil, logo deve ser manipulado sob
baixa luminosidade, até o momento da leitura em espectrofotometro).

Interrupcao da reacdo — adicionar 0,5 ml de solucdo de formol a 20
% (1:1 formol P.A. + &4gua destilada). Homogeneizar bem. (esta etapa

deverd ser realizada somente se a leitura espectrofotométrica ndo for
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realizada imediatamente, podendo guardd-la até 3 dias sob refrigeracdo e ao
abrigo da luz ).

Extragcdo - ApOs decantacdo (por aproximadamente 5 minutos)
descartar o sobrenadante (por¢ao liquida), com muito cuidado. Em seguida,
adicionar 5 ml de metanol P.A. e homogeneizar vigorosamente por 30
segundos. Deixar extraindo por 10 minutos e em seguida homogeneizar
novamente.

OBS: € aconselhavel a extracdo com 10 ml de metanol, quando a atividade
se apresentar alta, a fim de obter uma melhor faixa de leitura no
espectrofotometro.

Observar se hd coloragdo intensa na solucdo obtida ou se o
sedimento se originar de local rico em matéria organica. Repetir o processo
até obter uma DO 0,4. Para leitura retirar a por¢ao liquida de cada frasco e
centrifugar por 5 minutos para a decantacio do material particulado.
(Atencdo: os frascos devem ser equilibrados dois a dois. Em seguida devem
ser colocados em posi¢do oposta na centrifuga).

Obs.: O INT-formazan extraido é fotoldbil, logo deve-se manipuld-lo sob
baixa luminosidade até o momento da leitura em espectrofotometro.

Ligar o Spectronic %2 hora antes da leitura, no comprimento de onda
de 475 nm. Ao fazer a leitura, primeiro ler o controle e em seguida as

aliquotas de sedimento correspondentes ao ensaio da desidrogenase.

6.43. DETERMINACAO DO NUMERO DE CELULAS
BACTERIANAS E CARBONO BACTERIANO (CB)

Para a determinac¢do do nimero de células de bactérias e leveduras,
uma aliquota de 1g das amostras de sedimento foram fixadas em formol
2% e estocadas em geladeira para contagem no microscépio de

epifluorescéncia.
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Para a produgdo das laminas, aliquotas de 0,5 ml das amostras
estocadas na geladeira foram retiradas e sofreram diferentes dilui¢des de
acordo com a concentragdo de células de cada amostra. As dilui¢des foram
realizadas com dgua deionizada estéril e em seguida foram adicionados 75
ul da solugdo de laranja de acridina, sendo a mistura filtrada em membrana
Nuclepore de policarbonato preta, 0,22 um de porosidade e didmetro de 25
mm. Amostras que possuiam altas concentracoes de células sofreram
maiores diluicdes a fim de ser possibilitada a leitura. As amostras de
sedimento ainda sofreram um tratamento de ultrassom por 5 minutos a fim
de desagregar as células das particulas da amostra.

As células foram contadas em 10 campos, em triplicata, através do
microscopio Axioskop, modelo 50 da Zeiss e com aumento de 1000 vezes.
O ndmero de bactérias foi calculado segundo Kepner ef al. (1994).

Numero de células (cm3) =XAda'n'v'

Onde:

X = Numero de células contadas (soma de todos os campos contados)

A = Area do filtro de policarbonato (7t r 2)

d = Dilui¢do

a = 4drea de campo do microscopio

n = nimero de campos contados (havendo réplicas serd calculada a média
aritmética dos campos contados).

V = volume da amostra filtrada

Para se calcular o carbono bacteriano foi utilizado o método de
Carlucci et al. 1986. Os autores criaram uma férmula que permite a
quantificacdo do carbono de origem bacteriana, através do biovolume dos
microrganismos:

C — Biomassa = pug C/cm’
Uso do fator 1,2 x 10" g C por bactéria
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6.4.4. RESPIRACAO BACTERIANA

Com o intuito de saber as condi¢cdes que o sedimento coletado se
encontrava, foi realizados testes para qualificar a respiracdo bacteriana,
podendo-se assim analisar o quao impactado o ambiente se encontrava. Os
ensaios foram feitos em duplicada para cada esta¢do de coleta, segundo a
metodologia descrita em Alef & Nannipieri (1995).

Para verificar a produ¢do de N,, foi utilizado meio de cultura
contendo 0.687 g/L. de NaNO, e 2 g/L. de bactopeptona em dgua do mar a
75%. Foi posto 5 ml de meio por tubo de ensaio rosqueados, com tubo de
Durhan (Fig. 18).

Para detectar o processo de fermentacao foi utilizado meio de cultura
contendo 2 g/L de bactopeptona; 15 g/L. de Agar em dgua do mar a 75% e
0.5 mL de azul de metileno (solucdo saturada 1g/25mL dgua). Foi colocado
5 mL de meio por tubo de ensaio rosqueado (Fig. 18).

Para verificar sulfato-reducao, foi utilizado meio de cultura contendo

4 g/LL de lactato de sédio, 0.1 g/L. de dcido ascérbico, 0.2g/L. de sulfato de
magnésio, 0.01 g/L. de fosfato dipotdssico, 0.2 g/l de sulfato ferroso
amoniacal, 10g/LL de cloreto de sédio, 0.001 g/L. de resarzurina sddica,
0.4906 g/L de cisteina para 1L de dgua (Fig. 18).
Nos meios liquidos, desnitrificagdo e sulfato-reducao, foi adicionado ao
meio de cultura 1mL de sedimento e este era homogenizado e no meio
s6lido, contendo agar, o sedimento era inoculado com o uso da alca de
platina por todo o tubo de ensaio.

A leitura dos resultados foi feita apds 96h, e observava-se se houve
crescimento bacteriano através das mudangas do meio. Quando ocorre a
desnitrificagdo ha produgdo de gds dentro do tubo de Durhan; a mudanca
observada no meio para fermentacdo € o consumo do azul de metileno (Fig.
19) e no meio de sulfato-reducdo ocorre uma mudanga na coloragdo do

meio, passando de rosa para preto (Fig. 20).
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A desnitrificacdo é uma das formas de respiracdo que as bactérias
realizam quando o ambiente se encontra em anoxia, sendo um tipo de
respiragdo anaerdbia assim como a sulfato-reducdo. A fermentacdo pode
ocorrer tanto em aerobiose (presenca de O,) como em anaerobiose
(auséncia de O,). Para saber se a fermentacdo ocorreu em aerobiose ou
anaerobiose, observa-se o local que ocorreu o crescimento bacteriano; se o
crescimento foi na superficie do meio a fermentacdo ocorreu em aerobiose,

caso o crescimento seja no fundo do tubo a fermentagdo que ocorreu em

anaerobiose (Fig. 21).

Figura 18 — Meios de cultura em
tubo de ensaio rosqueado. Da
esquerda para a direita pode se
observar o meio preparado para
desnitrifica¢do, o meio para sulfato

Figura 19 - Resultado em
meio de cultura para o
processo de desnitrificacdo
e producio de N, a
atividade pode ser
verificada pela presenca de
bolhas dentro do tudo de
Durhan.
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Figura 20 - Resultado em
meio de cultura para o
processo de sulfato redugdo,
onde ha precipitacdo sulfato
de magnésio e sulfato ferroso,
observa-se =~ mudangca  na
coloragdo do meio

Figura 21 - Resultado em
meio de cultura para o
processo de fermentagado
onde se tem o consumo do
corante Azul de Metileno e
a produgdo de dcidos
organicos, como NHy,

6.5. ANALISE GRANULOMETRICA (SEDIMENTOS
SUPERFICIAIS)

As amostras coletadas foram colocadas em um becker preenchido
com dgua deionizada. Com um bastdo de vidro homogeneiza-se para
desagregacdo do sedimento e eliminacao dos sais soliveis.

O sedimento € entdo passado a umido na peneira de 0.062 mm para
separacao da fracdo grossa (>0.062 mm) e da fracdo fina (< 0.062 mm).

As fracOes arenosas (>0.062 mm) foram peneiradas, usando-se
peneiras com intervalo de 0,5phi. Para classificacdo foi utilizada a escala de
Wentworth. As fracdes lamosas (<0.062 mm) foram analisadas utilizando-

se o método de pipetagem (Suguio 1973).
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6.6 ANALISE GRANULOMETRICA (SEDIMENTOS DOS
TESTEMUNHOS)

Para as analises de granulometria foram utilizados em torno de 4g de
sedimento. Os sedimentos foram colocados em Becker de 150 ml e tratados
com peroxido de hidrogénio, adiconando-se esta substancia, diariamente,
até o término da reacdo ou no maximo durante duas semanas, a fim de se
eliminar toda a matéria organica. Apds este procedimento o sedimento foi
lavado sucessivas vezes com dgua destilada separando-se a solu¢do por
centrifugacdo (3000 rpm por 5 minutos) e entdo agitado durante 12 horas
com o dispersante Hexametafosfato de s6dio 4,5M. O tamanho dos graos
das amostras de sediment coletadas no Manguezal de Surui foram
determindas por um sedimentdometro Malver a laser, modelo Mastersizer

2000, com capacidade analitica do tamanho de particulas alcancando entre

0.02 to 2000 pm.

6.7. MATERIA ORGANICA

Para a determinacgdo do teor de matéria organica usou-se o método de
Parker et al (1983). Inicialmente pesou-se 50g de amostra que foi seca em
estufa por 24 horas a uma temperatura de 60°C. Apds esse periodo o
sedimento foi calcinado em mufla a 500°C, a fim de que toda a matéria
organica existente na amostra fosse queimada. Depois de 3h este material
foi retirado e pesado. A matéria orgénica total pode ser determinada pela

diferenca do peso inicial para o peso final.

6.8. QUANTIFICACAO DOS BIOPOLIMEROS (CARBOIDRATOS,
LIPIDIOS E PROTEINAS)
Os biopolimeros (proteinas, carboidratos e lipideos) serdo

quantificados de acordo com Pusceddu et al. (2004).
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6.8.1. QUANTIFICACAO DE PROTEINAS

Detalhes sobre a hidrélise enzimética de proteina e carboidrato de
amostras de sedimento de fundo-mar foram descritos por Dell'Anno et al.
(2000). Amostras de sedimento congeladas foram homogeneizadas em 0.1
M Tris, 0.1 M EDTA (pH 7.5) contendo 1 mM DTT (dithiothreitol; relacao
de sedimento: tampdo de 2.5 w/v) e sonicadas 3 vezes por 1 min (com
intervalos de 30 s) antes da adi¢do de enzimas. Amostras réplicas do
sedimento (n = 3), de cada camada de sedimento (i.e. amostras tratadas)
receberam 100 ul de proteinase-K (1 mg/ml) e 100 pl de protease (600
ug/ml); outras réplicas foram adicionadas a um volume igual de solucdo de
Tris-EDTA sem enzimas (i.e. amostras controle). Todas as amostras foram
incubadas por 2 h a 37°C sob agitacdo e subseqiientemente filtradas em
filtros de GF/F e enxaguadas 2 vezes com 5 ml de 0.1 M Tris-HCI (pH 7.5)
resfriado, para remover a fracdo de proteina digerida e as enzimas dos
sedimentos. Sub-amostras de sedimento amortizadas a 550°C por 4 h e
apos processadas utilizadas como branco.

Anélises de proteina destas amostras e de sedimentos intactos foram
analisadas de acordo com Hartree (1972), modificado por Rice (1982) para
compensar a interferéncia do fenol. As concentragdes de proteina foram
calculadas pelas curvas de calibracao de soro de albumina (variando de 2.5
a 50 pg/ml). Diferengas entre concentracdo de proteina do controle e
amostras foram assumidas para representar a concentragdo de proteinas
atualmente hidrolisadas através de proteases (proteinas hidrolisadas,
PRTH). concentracdes de proteina totais de sedimentos intactos (PRTT) e

concentragdes de PRTH foram normalizadas para peso seco de sedimento.

6.8.2. QUANTIFICACAO DE CARBOIDRATOS
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Para digestdo enzimatica de grupos de carboidratos sedimentares,
amostras de sedimento congeladas foram homogeneizadas com 0.1 Na-
fosfato de M, 0.1 M EDTA (pH 6.9; relagdo de sedimento:tampao de 2.5
w/v) e sonicadas 3 vezes por 1 min (com intervalos de 30 s). Amostras
réplicas (n = 3, amostras tratadas) receberam 100 pl de a-amilase, 50 pl de
B-glucosidase, 100 ul de Proteinase K e 100 pl de lipase (solucio estoque
de todas as enzimas foi 1 mg/ml). Outros jogos de réplicas tratados
receberam 0.1 M Na-fosfato em vez de solucdes de enzima foi utilizado
como controle. Amostras foram incubadas durante 2 h a temperatura
ambiente sob agitacdo. Como para hidrolise de proteina, sub-amostras de
sedimento, amortizadas a 550°C durante 4 h serdo utilizadas como branco.
Depois dee incubadas, todas as amostras serdo centrifugadas a 2000 xg
durante 10 min e uma aliquota do sobrenadante utilizada para determinar
carboidratos liberados dos sedimentos. Carboidratos soliveis serdo
determinados do sobrenadante das amostras controle. Carboidratos de todos
os subrenadantes e de sedimentos intactos serdo analisados
espectrofotométricamente de acordo com Dubois et al. (1956) e Gerchakov
& Hatcher (1972). Concentracdes de Carboidrato serdo calculadas através
das curvas de calibracdo de D-glicose (de 10 a 200 ug/ml). As fracdes
atuais de carboidratos hidrolisados (HCHO) serdo obtidas pela diferenga
entre as concentragdes de carboidrato determinadas no sobrenandante de
amostras contendo enzimas e a fracdo solidvel do controle. Concentragdes
de carboidrato total de sedimentos intactos (TCHO) e concentrtacdo de

HCHO serao normalisados para peso seco de sedimento.

6.8.3. QUANTIFICACAO DE LIPIDIOS
O procedimento utilizado para digestdo de proteina também foi
levado para anélise da fracdo de lipidios sedimentares hidrolisdveis por um

tratamento de lipase (riaciglicerol lipase, EC 3.1.1.3 Sigma-Aldrich).
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Porém, concentragdes de lipidios hidrolisados enzimaticamente eram muito
baixas (<10 ug g na Smm camada de sedimentos coletada em setembro de
1996) e ndo identificada abaixo de 5 mm de profundidade e nos outros
periodos amostrados. Como certa fracdo de lipidios € hidrofébica, estes
resultados poderiam ser influenciados pela ineficiéncia do passo de
lavagem removendo lipidios hidrolisados enzimaticamante. As dificuldades
que nés achamos no ataque enzimatico sdo consistentes com resultados de
Santos et al. (1994) que informaram grandes quantidades de lipidos
associadas a fracdo mais obstinada de MO sedimentar em sedimentos PAP.
Nossos resultados sdo consistentes com os informados por Galeron et al.
(2001) que acharam um conteido muito baixo de dcidos graxos (400 a
6000 ng/g) analisados por cromatografia gasosa/espectrofotometria de
massa. Lipidio total foram extraidos de amostras de sedimento por
"elution" direta com cloroférmio e metanol (1:2 v/v) seguindo o
procedimento de Bligh & Dyer (1959) e analisado de acordo com Marsh &
Weinstein (1966). Todas as andlises foram realizadas em 3 a 4 réplicas por
sedimento. Foram utilizados os mesmos sedimentos previamente tratados a
550°C por 4 h os quais foram utilizados como branco. Concentracdes de
lipidios foram calculadas por curvas de calibracdo de tripalmitina (5 a 100

pug/ml) e normalizadas a peso seco de sedimento.

6.8.4. CARBONO BIOPOLIMERICO E CARBONO DETRITICO

O carbono biopolimérico e o carbono detritico de acordo com o
método de Dell'Anno et al. (2002) serdo calculados a partir das
concentragdes dos biopolimeros. E a andlise qualitativa da atividade
respiratoria serd feita de acordo com Alef & Nannipieri (1995).
Carbono Organico Biopolimérico e Biodisponivel. Carbono organico

biopolimérico (CPB; sensu o Fabiano et al. 1995) foi definido como a soma
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dos equivalentes de carbono de carboidrato totais, proteinas e lipidios

(utilizando fatores de conversao de 0.4, 0.49 e 0.75, respectivamente).
Carbono organico biodisponivel (COBA) foi definido como a soma

de carbono equivalentes de carboidrato de hidrolisiveis e proteinas,

assumindo a contribuicdo desprezivel de lipidios hidrolisdveis.

6.9. ANALISE DE HIDROCARBONETOS AROMATICOS
(SEDIMENTOS SUPERFICIAIS)

Para a determinagdo das concentracdes de hidrocarbonetos (benzeno,
fenantreno, tolueno, naftaleno, xileno e benzo[a]pireno) foi realizada a
técnica de cromatografia liquida da alta eficiéncia (CLAE) com detector de
UV (256nm) por HPLC (Shimadzu LC-10 AT VP), no Laboratério de
Organica da Companhia Sidertrgica Nacional.

Para a solucdo padrdao pesou-se 0,1g (100mg) de cada HPA,
dissolvendo em acetonitrila e completando o volume a 10 ml em baldo
volumétrico. Dilui-se 1,0 ml de cada solucdo estoque a 100 ml com
acetonitrila (10ug), preparando individualmente diluicdes adequadas dos
padrdes em acetonitrila, determinando assim a faixa 6tima de trabalho.

A extragdo 1inicia-se com a homogeneizacio da amostra,
adicionando-a a um funil de separacdo 60 ml de diclorometano agitando
vigorosamente por um periodo minimo de 2 minutos. Aguardar por um
tempo de 15 minutos para a separacdo das fases organica (inferior) e
inorganica (superior). Filtra-se a fase inferior mais o residuo contido no
funil de separacdo através de um funil de vidro analitico, contendo papel de
filtro e sulfato de sédio anidro, recebendo o filtrado em um frasco
erlenmeyer, transferem-se os extratos contidos no erlemeyer para o frasco
concentrador e adiciona-se 5 ml de acetonitrila conectando o frasco
concentrador ao aparelho evaporador rotatério. Imergir o frasco no banho-

maria até cobrir o extrato contido no frasco concentrador, ajustando o
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reostato do banho-maria do evaporador rotatério para a temperatura de 50 *
1°C em velocidade média e utilizar vicuo a 60 mm de Hg. Destilam-se os
extratos até a concentracdo do volume a 1,0 ml. Em seguida transfere-se o
concentrado para uma seringa de vidro e assim transfere-se o concentrado
da seringa filtrando-o para um frasco conico com tampa. Na elaboracdo
deste padrdo, foram consultados os seguintes documentos: Method 610 -
E.P.A. (Environmetal Protection Agency) - Determinacao de
Hidrocarboneto Aromético Polinuclear em é4gua e Method 6440 - B -
E.P.A. (Environmetal Protection Agency) - Método de extracdo liquido
liquido em dgua e Padrao CSN N3 PR 120815 — Operagao do aparelho de

cromatografia liquida de alta performance (HPLC).

6.10. DESENVOLVIMENTO DE METODOLOGIA PARA ANALISE
DE HIDROCARBONETOS AROMATICOS EM SEDIMENTOS DE
MANGUE (TESTEMUNHOS)

6.10.1. DESENVOLVIMENTO DO METODO DE DETECCAO EM
JANELA

Este método se baseia na excitagdo dos HPAs em comprimento de
onda fixo e a detec¢do em quatro comprimentos de ondas diferentes (A, B,
C e D). Um método de maior seletividade foi obtido, pois embora a razao
area de sinal/concentragdo de cada HPA seja diferente em cada janela de
emissdo, ela deve ser a mesma para amostras e padrdes, salvo no caso de
coeluicdo quando pode ser modificada em uma das janelas.

Na Tabela 7 € mostrada a programacdo empregada para a deteccdo
dos HPAs pelo método de janela. A Figura 22 mostra um cromatograma de
uma solu¢do padrao obtido pelo método. Pode-se observar que hd picos
correspondentes a certos HPAs em mais de uma janela de emissdao, em
virtude de a emissdo ocorrer numa faixa (continua) de comprimentos de

onda.
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Tabela 7 — Programac@o do detector de fluorescéncia para determinagdo dos HPAs.

Ordem Tempo Excitacao Emissao Emissao Emissao Emissao HPA
(min) (nm) A (nm) B (nm) C (nm) D (nm)
1 0:00 224 332 336 400 432
2 6:00 210 332 336 400 432
naftaleno
3 7:10 210 332 320 340 336
4 9:00 210 332 320 340 336
Acenafiteno, fluoreno
5 12:50 220 364 452 404 388 fenantreno; antraceno
6 16:50 220 452 402 398 388 Fluoranteno; pireno;
7 18:50 265 398 392 388 400
benzo[a]antraceno,
8 20:90 265 398 392 388 400
criseno
9 22:50 290 440 444 447 432 benzo[a]pireno
benzo[b]fluoranteno,
benzo[k]fluorantento
10 27:50 290 400 404 408 420
11 28:00 275 480 484 500 466 dibenzo[a,h]antraceno
benzo[g,h,i]perileno
12 30:40 275 480 484 500 466

indeno[ 1,2,3-cd]perileno
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Figuré 22 - Cromatograma de uma solucao padrio obtida através do método de janela.

6.10.2. REAGENTES, SOLVENTES E PADROES

Agua ultrapura foi obtida em um sistema de purificacio de dgua
Milli-Q (Millipore, EUA) apds destilacdo. Os padroes de HPAs foram
preparados em acetonitrila a partir da diluicdo de solugdo dos 16 EPA-
HPAs com concentragdo de 200 mg/L. (AccuStandard, EUA). Os solventes
utilizados no processamento das amostras foram de grau HPLC ou

espectroscopico conforme indicado na tabela 8.
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Tabela 8 - Solventes utilizados neste trabalho.

REAGENTE FABRICANTE ESPECIFICA(;()ES
Acetonitrila Tedia, Brasil Grau HPLC / Spectro
Diclorometano Tedia, Brasil Grau Pesticida

6.10.2.1 INSTRUMENTOS E MATERIAIS

Os materiais e instrumentos empregados estdo listados na tabela 9.

Tabela 9 - Materiais e instrumentos utilizados.

Material/Instrumento Especificagdo Fabricante
Agitador magnético Q-261-12 Quimis, Brasil
Agitador Vortex AP 56 Phoenix, Brasil
Balanca analitica Série GR, modelo GR-202 AND, Japao
Coluna C18 (4.6mm X 5 micron X 250mm) Vydac, EUA
Pré-coluna para CLAE C18 (4.6mm X 5 micron X 12,5mm) Vydac, EUA

Cromatégrafo a Liquido de Alta

Eficiéncia com Detetor por|Série 1100 Agilent, EUA
Fluorescéncia

Estacdo de trabalho Versdo 5.0 Agilent, EUA
Estufa Modelo 3 Icamo, Brasil
Evaporador Rotatério a vacuo MSM 120 MS Mistura, Brasil

Micropipetas de volume fixo e/ou

varidvel e ponteiras

50, 100, 250, 500 e 1000 uL

Gilson, Franca

Sistema de purificag@o de dgua

Simplicity 185

Millipore, EUA

6.10.3. METODOS

6.10.3.1. METODOLOGIA UTILIZADA

Para a determinac¢do dos HPAs nas amostras de sedimento seguiu-se

as seguintes etapas,

amostragem € armazenagem,

extracgao,

pré-

concentracdo e identificagdo / quantificagdo. Estas etapas serdo descritas a

seguir.

6.10.3.2. AMOSTRAGEM E ARMAZENAGEM
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Os sedimentos dos testemunhos foram coletados com pa de inox
previamente descontaminada, sendo armazenado em frasco de vidro que foi
completamente preenchido com a amostra.

A amostra de sedimento foi peneirada e armazenada em frasco de
vidro e mantida sob refrigeracao a 4°C.

Antes da pesagem do solo para a extracdo, o frasco era deixado fora
da geladeira até que a temperatura ambiente fosse obtida e entdo era
movimentado para frente e para trds ao longo do recipiente, alternando os

seus lados opostos para completa homogeneizacdo da amostra.

6.10.3.3. EXTRACAO

A extracao dos HPAs presentes nos sedimentos foi feita com ultra
som, utilizando-se diclorometano como solvente de extragao.

Para a extracdo das amostras, 3g de sedimento foram pesados em
recipiente de vidro ambar. Apds adi¢ao de 20 mL de diclorometano a cada
um dos recipientes, estes eram cobertos com folha de aluminio e
submetidos a sonicacdo em banho de ultra som por 20 minutos. Os
sobrenadantes eram transferidos com pipeta para baldo de vidro de 125 mL.
Este procedimento era igualmente realizado quatro vezes, resultando em
um volume total de aproximadamente 80 mL de solvente de extracao.

O volume final obtido era evaporado até aproximadamente 3 mL em
evaporador rotatério a temperatura de 30-34 °C, efetuando-se a troca do
solvente para acetonitrila. O volume era reduzido a aproximadamente 1 mL
e o0 volume ajustado para 2 ml gravimetricamente, considerando-se a
densidade da acetonitrila para ajuste do volume final. Os cuidados
experimentais nesta etapa se referem a temperatura do banho e a pressao da
bomba de vacuo, que foram ajustados para minimizar perdas dos analitos

de interesse. Esta solucgdo era filtrada em filtro de Millipore (25 mm; 0.25
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um) e transferida para um vial ambar de 2 mL e homogeneizado em vortex

para posterior inje¢do no cromatédgrafo a liquido.

6.10.3.4. ANALISE CROMATOGRAFICA

Uma coluna de fase reversa (octadecilsilica — Vydac) e pré-coluna
Vydac foram utilizadas na separagdo dos HPAs estudados. Misturas de
acetonitrila e dgua em diferentes proporcdes foram utilizadas como fase
movel.

A separacdo dos HPAs foi realizada por cromatografia a liquido de
alta eficiéncia e detec¢do por fluorescéncia (CLAE-FLUO) em sistema
Agilent série 1100, dotado de bomba quaterndria, degaseificador, injetor
automatico, forno para colunas e detector de fluorescéncia. Uma estagdo de
trabalho Agilent foi usada para aquisicdo de dados e controle do sistema
CLAE-FLUO.

Para verificar a ordem de eluicio dos HPAs e determinar seus
tempos de retengdo, solu¢des contendo cada uma destas substincias foram
injetadas no sistema de CLAE-FLUO e seus tempos de retencdo
determinados. A composi¢cao da fase movel e sua vazao foram modificadas
de modo a separar todos os 16 HPAs estudados.

Os HPAs foram identificados por comparagdo dos tempos de
retencdo dos picos cromatogriaficos com os de solucdes conhecidas. A
quantificacdo dos HPAs foi realizada pelo método do padrdao externo,
comparando-se as dreas destas substancias nos extratos com as equagdes de
curvas de calibracao.

A determina¢do dos HPAs foi realizada utilizando os comprimentos
de onda maximos de excitagdo (Aexc) e de emissao (Aem), previamente
avaliados no estudo de solugdes individuais. Estes comprimentos de onda
foram utilizados com a finalidade de se obter a maior sensibilidade

possivel.
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Esta técnica por janelas de deteccdo, onde a deteccdo € realizada
simultaneamente em quatro comprimentos de onda (excitacdo e emissao)
diferentes, pois nem todos os HPAs emitem fluorescéncia nos mesmos
comprimentos de onda, leva a uma perda na sensibilidade, porém com

ganho de seletividade.

6.10.3.5. OTIMIZACAO DA SEPARACAO DE HPAs

Uma coluna de octadecilsilica foi usada na separacdo dos HPAs.
Acetonitrila (ACN) e 4gua ultrapura foram usadas como solventes de
eluicdo. O volume injetado foi 20 UL e a coluna foi mantida a temperatura
ambiente.

A separagdao dos HPAs foi otimizada a partir de solugdes contendo
quatro HPAs com pesos moleculares diferentes e que foram injetados em
fase mével composta de 50 % ACN e 50% &4gua. A primeira solucdo
continha naftaleno, antraceno, benzo|[b]fluranteno e indeno[l,2,3-
c,d]pireno. Naftaleno e indeno[1,2,3-c,d]pireno foram estudados neste
grupo pelo fato de serem o primeiro e tltimo HPAs eluidos nas condicdes
usadas (JOSEPH, Varian Aplication Note). O tempo total da corrida
cromatografica foi em torno de 45 minutos. Em seguida foram injetados
mais dois grupos de HPAs (acenafteno, benzo[a]antraceno,
benzo[k]fluranteno, dibenzo[a,h]antraceno) e (fenantreno, pireno,
fluoranteno, benzo[a]pireno) (Fig. 20).

Os cromatogramas e os tempos de retencdo foram comparados para
verificar as separacdes. Na injecdo do udltimo grupo de HPAs (fluoreno,
criseno, benzo[e]pireno, benzo[ghi]perileno), verificou-se co-eluicdo de

certos HPAs.
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Um gradiente de solventes foi otimizado para obter a maior
resolucdo possivel de todos os HPAs (Tab. 10). Com isso o tempo total da
corrida foi reduzido a cerca de 30 minutos com boa resolu¢do dos 16 HPAs

(Fig. 8).

Tabela 10 - Gradiente de elui¢do utilizado na separagdo dos HPAs.

Tempo (min) % Acetonitrila %Agua
0 50 50

10 50 50

20 85 15

25 85 15

28,5 95 5

31 50 50

6.10.3.6. CONSTRUCAO DE CURVAS ANALITICAS

Foram construidas curvas analiticas na faixa de 2 a 100 pg/L para
cada HPA de interesse para avaliagdo dos parametros analiticos do método
cromatografico, como o coeficiente angular, o coeficiente linear, o
coeficiente de correlacdo (R2), o limite de detec¢do (LD) e o limite de
quantificacdo (LQ).
As curvas foram ajustadas pelo método dos minimos quadrados a Equacao
1. Os valores obtidos para cada HPA estdo apresentados na Tabela 11.

Area/pico =a CHPA +b (Equagao 1)

onde a € o coeficiente angular e b o coeficiente linear para cada HPA.

E possivel verificar que foram obtidos 6timos coeficientes de
determinagdo entre dreas e concentragdes, indicando excelente linearidade

na faixa estudada.
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Tabela 11 - Parametros das curvas analiticas dos HPAs.

Coeficiente Coeficiente linear | Coeficiente de
HPAs angular (a) (b) determinacgdo (R2?)
Naftaleno 3,0 0,3 1,0000
Acenafteno 3,4 -1,5 0,9999
Fluoreno 27,7 -5,9 0,9999
Fenantreno 7,5 1,0 1,0000
Antraceno 39,1 2,9 1,0000
Fluoranteno 2,8 -0,9 0,9993
Pireno 7.8 -0,5 1,0000
Benzo[a]antraceno 14,8 7,2 0,9999
Criseno 16,9 1,7 0,9999
Benzo[e]pireno 4,5 2,1 0,9998
Benzo[b]fluranteno 13,6 2,0 1,0000
Benzo[k]fluranteno 41,6 29 1,0000
Benzo[a]pireno 23,7 -3,6 1,0000
Dibenzo[a,h]antraceno 1,7 -1,7 0,9973
Benzo[ghi]perileno 3,9 2.4 0,9999
Indenol[1,2,3-cd]pireno 2.8 -1,2 1,0000

6.10.3.7. LIMITES DE DETECCAO E QUANTIFICACAO

Segundo a Resolucdo — RE n0 899, de 29 de maio de 2003, a
defini¢cdo para limite de detec¢ao (LD) estabelece que “limite de detecg¢ao €
a menor quantidade do analito presente em uma amostra que pode ser
detectado, porém ndo necessariamente quantificado, sob as condi¢des
experimentais estabelecidas”, ou seja, o LD € a menor concentracdo de um
dado analito que se pode detectar por determinado procedimento (Miller &
Miller 1989).

A mesma Resolucdo estabelece que “o limite de quantificagdo (LQ)

¢ a menor quantidade do analito em uma amostra que pode ser determinada
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com precisdo e exatiddo aceitdveis sob as condigOes experimentais
estabelecidas”.

O LD € normalmente definido como a concentragdo de analito que
gera uma resposta significativamente diferente (trés desvios padrdo) da
resposta do branco. No entanto, em cromatografia, a medida do branco ¢é
inconveniente e dificil porque a resposta do branco é extremamente baixo,
(Miller & Miller 1989) entdo, o limite de deteccdo foi calculado com base
nos DP da triplicata do padrdao mais diluido (2 pug /L).

Os LD e os LQ foram determinados através das curvas analiticas de
cada HPA, considerando as Equacdes 2 e 3 respectivamente (Miller e

Miller, 1989).

D= 3xDP

a (Equagdo 2)
LQ = 10xDP

a (Equagao 3)

Onde a representa os coeficientes angulares de cada curva analitica.
A Tabela 12 apresenta os desvios padrdo assim como os limites de
deteccdo e de quantificacdo, podendo ser observado que estes valores sdao

adequados para a determina¢do de todos os HPAs nas amostras sedimentos.

Tabela 12 - Limites de deteccdo e quantificacdo para os HPAs.

HPAs LD (png/g) LQ (ng/g)

Naftaleno 05 16
Acenafteno 0.2 0.8
Fluoreno 38 16
Fenantreno 13 42
Antraceno 0.2 0.6
Fluoranteno 0.4 14
Pireno 0.3 0.8
Benzo[a]antraceno 13 4.2
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Criseno 0.4 13
Benzo[e]pireno 0.3 1.0
Benzo[b]fluranteno 1.9 6.2
Benzo[k]fluranteno 0.3 0,9
Benzo[a]pireno 05 18
Dibenzo[a,h]antraceno 1.2 4,0
Benzo[ghi]perileno 0.2 0,8
Indenol[1,2,3-cd]pireno 1.1 3.8

Os limites de deteccdo e de quantificacdo da Tabela 12 atendem aos
requisitos estabelecidos pelos valores orientadores para solo no Estado de

Sao Paulo para HPAs.

6.10.3.8. AVALIACAO DA RECUPERACAO DO METODO

Para a avaliagdo do método foi utilizado sedimento padrao NIST.
Esse padrdo foi submetido a0 mesmo procedimento analitico das amostras
reais e permitiram avaliar a porcentagem de recupera¢do do método.

Nesta avaliacdo foi usado o método de deteccdo nos maximos de
excitacdo e de emissao.

A Tabela 13 apresenta a eficiéncia do método analitico para a
determina¢do dos HPAs com valores de recuperagao (%REC).

Como podem ser observados, os valores das recuperacdes do
material certificado foram elevados e apresentaram valores com médias
entre 71 a 189 %. E os valores para solu¢do padrio de HPAs de 100ppb
variaram de 83 a 122 %.

Tabela 13 - Resultados obtidos das porcentagens de recuperagdo para a extracdo dos HPAs.

%Rec. Material Certificado %Rec. Sol. 100 pbb
Naftaleno 73 85
Acenafteno 189 97
Fluoreno 92 103
Fenantreno 80 101
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Antraceno 73 95
Fluoranteno 130 83
Pireno 97 100
Benzo[a]antraceno 88 117
Criseno 101 100
Benzo[e]pireno 99 97
Benzo[b]fluranteno 108 98
Benzo[k]fluranteno 93 100
Benzo[a]pireno 86 102
Dibenzo[a,h]antraceno 152 122
Benzo[ghi]perileno 71 108
Indeno[1,2,3-cd]pireno 81 120

A diferenca determinada nas recuperag¢des ocorreram pois 0 sedimento
padréao NIST é feito de particulas muito finas que possuem interferentes, ja a
solucdo de 100ppb é feita partir de solugdes de HPAs liquidas xistindo assim
menos interferentes na extracdo, dessa forma obteve-se melhores
recuperagcées em amostras liquidas.
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Capitulo 7

RESULTADOS

Na tabela 14 seguinte, apresentamos as coordenadas dos pontos,

dados de condutividade e uma pequena descri¢do da flora e caracteristica

visuais dos sedimentos.

Tabela 14 — Coordenadas dos sedimentos amostrados, condutividade e caracteristicas visuais de
plantas e sedimento.

Estacdes Latitude Longitude Eh mV VEGETACAO SEDIMENTO
PT1 694194 7489255 -353 Avicennia lama preta - topo oxidado
PT2 694177 7489271 -166 Avicennia lama siltosa
PT 3 694110 7489221 -0,78 Laguncularia areia fina lamosa
PT 4 694263 7489393 -140 Rhizophora - Avicennia lama fina
PT5 694170 7489409 -230 Avicennia - Laguncularia lama
PT6 694119 7489349 -0,10 Fora de mangue areia lamosa
PT7 694085 7489344 -210 Avicennia lama siltosa compacta
PT 8 694075 7489332 0,30 Fora de mangue areia grossa
PT9 694214 7489535 -330 Rhizophora - Laguncularia lama

PT 10 694169 7489506 0,60 Rhizophora lamosa com frag. de conchas
PT 11 694118 7498474 -150 Avicennia lamosa

PT 12 694062 7489439 -0,60 Rhizophora - Avicennia lamosa

PT 13 694021 7489380 -210 Avicennia lamosa

PT 14 694200 7489658 -250 Rhizophora lamosa - muito 6leo
PT 15 694140 7489618 -220 Rhizophora - Avicennia lamosa

PT 16 694086 7489981 -250 Rhizophora - Avicennia lamosa

PT 17 694026 7489938 -250 Rhizophora lamosa

PT 18 693967 7489497 0,30 Fora de mangue Arenosa

PT 19 693910 7489579 -350 Avicennia Areia Lamosa
PT 20 693991 7489636 0,80 Laguncularia lamoso

PT 21 694056 7489682 -200 Laguncularia lamoso

PT 22 694114 7489722 -305 Rhizophora lamoso

PT 23 694162 7489754 -250 Laguncularia lamoso
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ABSTRACT

The distribution of selected aromatic substances and microbiology were assessed in
superficial sediments from Surui Mangrove, Guanabara Bay. Were collected from 23
states and analyzes of particles size, organic matter, aromatic substances, microbiology
activity, biopolymers, topography were determined. Concentration of aromatic
substances was distributed in patches over the entire mangrove and their highest total
concentration was found in the mangrove’s central area. Particles size differed from
most mangroves in that Surui Mangrove has chernies on the edges and in front of the
mangrove and sand across the whole surface, hampering the relationship between
granulometry and hydrocarbons. An average = 10% p/p of organic matter was obtained
and biopolymers presented high concentrations, especially in the central and back areas
of the mangrove. The biopolymers were distributed in high concentrations. The
presence of fines sediments is an important factor in hydrocarbon accumulation. With
the high concentration of organic matter and biopolymers, and the topography with
chernies and roots protecting the mangrove, calmer areas are created, with deposition of
material transported by wave action. Compared to global distributions, concentrations
of aromatic substances in Surui Mangrove may be classified from moderate to high,
showing that the studied area is highly impacted.

RESUMO

A distribuicao de substancias aromadticas selecionadas e a microbiologia foram avaliadas
em sedimentos superficiais do Manguezal de Surui, Bafa de Guanabara. Foram
coletados 23 pontos e determinados a granulometria, matéria organica, substincias
aromdticas, atividade microbioldgica, biopolimeros e a topografia. A concentragdo das
substancias aromaticas foi distribuida em manchas por todo o manguezal e sua
concentragcdo total mais elevada foi encontrada na area central do manguezal. A
granulometria diferiu da maioria dos manguezais, no Manguezal de Surui existem
chernies nas bordas e na frente dos manguezais e areia através da superficie inteira,
impedindo o relacionamento entre granulometria e os hidrocarbonetos. Uma média de
10% p/p da matéria organica foi obtida e os biopolimeros apresentaram concentragdes
elevadas, especialmente na drea central e fundo do Manguezal. Os biopolimeros se
distribuiram em altas concentragdes. A presenca de finos é fator importante na
acumulagcdo de hidrocarbonetos. A concentragdo elevada de matéria organica e de
biopolimeros, topografia com chernies e as raizes que protegem os manguezais, areas
mais calmas sdo criadas, com depdsito do material transportado pela acdo das ondas.
Comparado as distribuicdes globais, as concentragdes das substancias aromadticas neste
manguezal pode ser classificada como moderada a elevada, demonstrando que a 4rea
estudada estd altamente impactada.
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INTRODUCTION

The increase of human activity near the shores has led to serious pollution
problems. Mangrove ecosystems, commonly found in the intertidal zones of tropical
and subtropical regions, are frequently subjected to pollution stress and are dissipaters
or receptors for various pollutants (Tam and Wong 1999; Zheng et al. 2000).

The effects of large, or even chronic, oil spills have been studied at different
levels, from whole ecosystems down to more specific physio-metabolic processes. It has
been observed that biological damages to aquatic organisms are a function of their
spatial-temporal persistence, hydrocarbon bioavailability, the ability of each group to
accumulate in the environment and the contaminants’ capacity to interfere with the
normal metabolism of organisms or communities (GESAMP 1993).

Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAHs) are an important class of organic
pollutants and are ubiquitous in the environment (Pereira Netto ef al. 2000). Because of
the carcinogenic properties of some of them, as tested in animals, and their wide
occurrence, these substances have attracted much attention (Ohkouchi et al. 1999;
Zakaria et al. 2002; Mai et al. 2003; Kannan et al. 2005). PAHs are introduced in the
aquatic environment through accidental oil spills, industrial discharges (both municipal
and urban), atmospheric precipitation, superficial drainage etc. In these ecosystems
PAHs, due to their hydrophobic structures, become preferentially adsorbed in the
sediment.

Contact of organisms with toxic oil fractions may lead to death by intoxication,
especially associated to monoaromatic hydrocarbon fractions. Among the most toxic
components are benzene, toluene and xylenes. These substances are considerably
soluble in water (especially benzene), which makes marine organisms more vulnerable

to them, since they absorve these compounds through tissues, gills, or by direct
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ingestion of water or by contaminated food. These hydrocarbons present intense acute
toxic effects, especially due to their high solubility and resulting bioavailability
(GESAMP 1993).

Among the monoaromatic hydrocarbons, benzene is the most harmful
compound, with well-known carcinogenic properties, and it is classified as carcinogenic
to humans (IARC 2007). The other monoaromatic hydrocarbons (toluene, xylenes and
ethylbenzene) are less toxic (IPCS 1996, 1997), but they are of concern at least because
they add odor or taste to water at ppm concentrations (Day et al. 2001)

BTXs (acronym for the set benzene, toluene and xylene) frequently kill
meroplankton, ichthyoplankton or other life stages of organisms subjected to them in
the water column, even at concentrations lower than 5Smg/l. In addition to the toxic
action of petroleum hydrocarbons and other chemical components, oil pollution may
physically suffocate marine organisms (Kennish 1997).

Many minor fuel components are of interest due to their toxicology. This is the
case of PAHs and BTX that have been studied in many media including air, water and
soil (IPCS 1998; Menchini et al. 1999; Monod et al. 2001; Pereira Netto et al. 2002,
2004; Rego and Pereira Netto, 2007).

Mangroves are also rich in polyphenols and tannins (Kathiresan and Ravi
1990; Ravi and Kathiresan 1990; Achmadi ef al. 1994). As far as the chemical aspects
go, the presence of functional groups like carboxyls and phenolic hydroxyls makes the
HS (humic substances) take on a polyelectrolytic role and act as complexing agents of
metallic ions (Saar and Weber 1982; Alloway 1990).

Intrinsic features of mangroves, such as high organic matter and sulfide
contents, the anoxic condition of the surficial sediment layer, the environment’s low

energy character and the reduced current flow, favor deposition and accumulation of
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contaminants. High concentrations of heavy metals, PCBs and PAHs have been
recorded in mangrove sediments, persisting for many years (Tam and Wong 1999,
2000; Tam and Yao 2002; Zheng et al. 2002). The aim of this study is to quantify the
contamination by selected aromatic compounds (ACs) (phenol, benzene, toluene,
xylenes, naphthalene, phenanthrene and benzo[a]pyrene) at Surui Mangrove, Guanabara
Bay, Brazil, in order to identify possible deposition sites and assess the relation slup
between these concentrations and other variables related to the region’s microbiological
characteristics, such as electron transport system activity, esterase activity, bacterial
organic carbon, biopolymers (carbohydrates, proteins and lipids) and also

environmental features such as particle size, organic matter and topography.

MATERIALS AND METHODS

DESCRIPTION OF STUDY AREA

The Surui River mangrove is located in Magé Municipality (7.489.800 S, 694.280 W),
spanning approximately 80.000 — 100.000 m?. Because of it is located in the north of
the Guapimirim Environmental Protection Area (APA), it shares features with the zone

termed Norte-APA de Guapimirim (Fig. 1).
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Figure 1 - Surui Mangrove (sampling grid).

Surui Mangrove is bound by Morro da Solina to the west and by the RJ-116 highway to
the north. Its importance increases by the presence of the Surui River and the Surui-
Mirim Channel, both acting in some parts as boundaries of the Guapimirim APA, and
by the fact that they flow into Guanabara Bay (Soares et al. 2006).

Like most rivers in the region, they are constantly flooded and have predominantly flat
topography, close to sea level, which generates the development of mangroves and the
presence of chernies at the edges and fringe.

Water flow through the mangrove is reduced by mangrove plants, characterizing

complex current patterns, including jets, eddies and stagnant zones. The flow of
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suspended sediment shows that most of it returns and settles in the mangrove itself, and
is not reexported (Furukawa et al. 1997).

Surui Mangrove’s predominant plant species along most of the Surui River’s 3,600 m
(from Surui to the mouth) is the white mangrove (Laguncularia racemosa). There are
also, interspersed, a few clusters of black mangrove (Avicennia schaueriana), with their
pneumatophores. Closer to the mouth area some clusters of red mangrove (Rhizophora
mangle) occur, with their buttress roots. The mangrove is under strong anthropic
pressure, since due to the tidal regime it is possible to find, all around it, garbage that
invades it by the fringe. The predatory practice of catching crabs with raffia sacks next
to the burrows, and the indiscriminate tree logging, landfilling, draining and deforesting
alter hydrological conditions and, consequently, mangrove functioning, thus hampering
management and conservation and constituting a great impact over the Guapimirim
APA mangroves (Soares et al. 2006).

Just like the two other zones to the north of the APA, environmental management of
this zone also calls for close follow-up, since it represents a significant 10% of its
urbanized area, with low settlement intensity. Forest cover is practically nonexistent
(just 0.2%). These percentages point to strong indications of deforesting near the
preservation area, a process that ought to merit compensation. More auspiciously,
16.6% of the area is constituted by conserved mangrove, against 0.21% of degraded
mangrove. The wetlands and flooded areas together represent 12.1%, which indicates
the possibility of actions directed at mangrove regeneration too (Egler et al. 2003).

The 2000 oil spill was one of the most severe ever recorded in Guanabara Bay, hitting
several ecosystems in the region. It was the second accident in the same pipeline, which
had already leaked in 1997, caused by the rupture of a Duque de Caxias Refinery

(REDUC) oil pipeline. According to Petrobras estimates, a total of about 1,300 m’ of
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crude leaked, of which 25% (325 m’) evaporated, 40% (520 m’) was recovered and the

rest (455 m®) was retained in mangroves and rocky shores (Mitchell 2000).

SEDIMENT COLLECTION AND SAMPLING GRID

About 150 g of superficial sediment was collected at each point in a sampling grid
comprising 23 sampling station along Surui Mangrove (Fig. 1). Sediments were
collected from a layer of 2-3 cm deep, without damaging the sedimentary layers, housed

in aluminum trays and placed in thermal boxes to be transported to the laboratory.

TOPOGRAPHY

For the topographical survey the Trimble model 3305 class 2 (medium precision) Total
Station was used, with 5" angular precision and 2mm = 2ppm linear precision.
Georeferencing was done with GPS receptors, Astech model ProMark2, with Smm +
1ppm linear precision and 10mm * 2ppm altimetric precision. Topographic survey was
made from closed polygon with 19 vertices and supported on two auxiliary stations with
GPS receptors, the points' plain coordinates ploughs in the UTM system, UTM, SAD
69, MC = 45° w degrees with orthometric altitudes. The data of closing of the polygon

plough shown in Table 1.

112



Table 1 Data of closing of the polygon:

Polygon Data of Closing
Angular closing 0°01°55”
Linear closing 0,176 m
Difference in E -0.176 m
Difference in N -0.005 m

Altimetric difference | -0.003 m

Relative precision 1: 6.793

Length of the polygon | 1.195.294 m

Number of vertices 19

PARTICLE SIZE ANALYSIS

Sandy fractions (>0.062 mm) were sieved using sieves with 0.5 phi intervals. The
Wentworth scale was used for classification. Muddy fractions (<0.062 mm) were
analyzed by the pipette method (Suguio 1973). The particle size classification followed
was proposed by Flemming (2000), which is restricted to fine sediments (<0.062 mm).
It employs the triangular diagram also used by other classification systems (Shepard

1954 and Folk 1968), but with more subdivisions.

ORGANIC MATTER
Organic matter (OM) was determined as the difference between sediment dry weight
(100°C, 24 h) and weight of the residue after combustion (450°C, 4 h) (Byers et al.

1978).
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TOTAL BIOPOLYMERS

Determination of total biopolymers (carbohydrate, lipids and proteins) was performed in
triplicate on samples of total wet sediment. All determinations were done by the
spectrophotometry method. Carbohydrates (CHO) were quantified according to
Gerchacov and Hachter (1972) who, using the same principle as Dubois et al. (1956),
modified the method for sediment analysis, using glucose as a standard. Lipids (LIP)
were extracted with chloroform and methanol and analyzed according to Marsh and
Wenstein (1966); tripalmitine was used as the standard. Proteins (PTN) were
determined according to the method proposed by Hartree (1972) and modified by Rice
(1982), to compensate for phenol interference. Bovine albumin, fraction V (Sigma), was

used as the standard.

TOTAL BIOPOLYMERIC CARBON

Lipids, carbohydrates and proteins were converted into carbon equivalents using 0.75,
0.40 and 0.49 g.C g’1 conversion factors, respectively (Fabiano and Pusceddu 1998).
The biopolymeric carbon fraction (C-BPF) was defined as the sum of carbohydrate,

protein and lipid carbon (Fabiano et al. 1995).

TOTAL BACTERIAL CARBON

BC - bacterial carbon was enumerated by epifluorescent microscopy (Axiosp 1, Zeiss,
triple filter Texas Red — DAPI — fluorescein isothiocyanate, 1.000 X magnification) and
fluorochrome fluorescein diacetate (Kepner and Pratt, 1994). Carbon biomass (Ug
C/cm®) data were obtained using the method described by Carlucci et al. (1986).
Fluorochrome fluorescein diacetate allows counting of the viable cells, morphologically

differentiated as cocci, rods and spirilla.
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ESTERASE ACTIVITY

EST - esterase enzyme activity was determined using the method described by
Stubberfield and Shaw (1990). It is based on fluorogenic compounds, which are
enzymatically transformed into fluorescent products that can be quantified by
absorption on a spectrophotometer. These enzymes hydrolyze many polymeric organic

matters. The results are expressed in pg fluorescein/h/g of sediment.

ELECTRON TRANSPORT SYSTEM ACTIVITY

ETSA - electron transport system activity was determined using the method described
by Houri-Davignon and Relexans (1989), without a surplus of electron donors (Trevors
1984). It is based on dehydrogenase enzymes, which are the major representatives of
oxido-reductase reactions. They catalyze the oxidation of substrates producing electrons
that can enter into the cell’s electron transport system and can be quantified by UV-

visible absorption. The results are expressed in i O,/h/g of sediment.

DETERMINATION OF AROMATIC COMPOUNDS (ACs)

High performance liquid chromatography (HPLC) with an ultraviolet-visible detector
(HPLC-UV) was used to determine concentrations of the aromatic substances studied
(phenol, benzene, toluene, xylenes, naphthalene, phenanthrene and benzo(a)pyrene). A
Shimadzu LC-10 AT VP system was used and detection was performed at 254 nm.

A standard solution of the studied substances was prepared dissolving 100 mg of each
substance into a final volume of 10.0 ml of acetonitrile. Next, 1.00 ml of this solution
was diluted to 100 ml with acetonitrile. Adequate dilutions of this solution in

acetonitrile were prepared for building the calibration curve.
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Determination of aromatic substances was undertaken considering the following
methods: Method 610 - E.P.A. (Environmental Protection Agency) — Determination of
polynuclear aromatic hydrocarbon in water, Method 6440 - B - E.P.A. (Environmental
Protection Agency) — Method for liquid extraction in water, and Standard CSN N3 PR
120815 — Operation of high performance liquid chromatography apparatus (HPLC).

Quantification limits were better than 0.030 ug/g for all studied aromatic compounds.

STATISTICAL ANALYSIS

Statistical analyses were performed utilizing 9 variables with the correlation matrices
with the program STATISTICA® 7.0 (8 = 0.349). Ward's method with City-block
(Manhattan) distance is distinct from all other methods because it uses an analysis of
variance approach to evaluate the distances between clusters. In resume, this method
attempts to minimize the Sum of Squares (SS) of any two (hypothetical) clusters that
can be formed at each step. This distance is simply the average difference across
dimensions. In most cases, this distance measure yields results similar to the simple
Euclidean distance. However, in this measure, the effect of single large differences
(outliers) is dampened (since they are not squared). Nine variables, namely phenol,
BTX (sum of benzene, toluene and xylene concentrations), PAH (sum of naphthalene,
phenanthrene and benzo[a]pyrene concentrations), percentages of fines and of organic
matter (OM), total of carbohydrates (CHO), lipids (LIP) and proteins (PTN) and

porosity. Their values at the 23 sampling points are summarized in Table 2.
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Table 2. Data summary.

Samples Phenol BTX PAH Fines (%) | OM (%) CHO PTN LIP Porosity
1 22.9 47.0 22.0 40.0 6.20 865.6 166 66.5 1.00
2 25.4 15.1 <LQ 31.0 4.40 692.2 204 34.8 0.90
3 5.59 10.2 19.7 11.0 4.90 292 156 139 0.50
4 9.56 8.32 36.8 48.0 6.60 639 127 108 1.20
5 11.4 791 <LQ 30.0 5.00 831 190 40.2 1.00
6 18.8 14.4 <LQ 18.0 2.80 398 161 12.4 0.50
7 12.0 13.8 23.9 77.0 17.8 1760 154 154 0.60
8 2.84 3.16 <LQ 3.0 1.20 408 200 19.6 0.40
9 2.35 0.89 <LQ 33.0 6.90 942 118 105 1.10
10 2.54 0.69 <LQ 32.0 12.5 1074 215 55.2 0.60
11 8.16 1.20 266 58.0 22.0 1358 221 117 0.70
12 4.03 0.47 27.8 68.0 16.0 1361 325 121 0.60
13 <LQ 1.24 5.10 13.0 14.2 1022 417 132 0.50
14 1.80 6.55 436 30.0 7.20 1068 344 95.5 1.20
15 3.28 13.6 <LQ 57.0 9.30 1242 396 104 1.20
16 1.67 6.40 192 61.0 18.3 1573 455 92.2 0.70
17 1.97 7.99 32.8 73.0 9.10 1282 656 135 1.20
18 141 4.55 <LQ 10.0 5.80 417 487 21.9 0.40
19 1.01 1.58 2.50 28.0 4.60 692 392 30.9 1.00

20 2.18 8.92 <LQ 64.0 20.5 1022 824 106 0.60
21 3.51 15.5 <LQ 87.0 23.3 1113 531 103 0.80
22 1.22 5.94 <LQ 53.0 7.50 768 563 110 1.10
23 2.46 14.1 28.0 18.0 4.30 473 539 88.2 0.90

<LQ — minor quantification limit
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RESULTS

Assessment of mangrove topography was performed on 16 October 2007. Surui
Mangrove comprises an area about 80.000 — 100.000 m”. Surui Mangrove topography
features an elevation at the mangrove front reaching 2.3 m and two lower areas ranging
from 0.3 to 0.6 cm, one 200-m long on the Surui River side, the other along the entire
Surui Mirim Channel. At the center and back of the mangrove topography is almost
totally flat. This higher area, in front of the mangrove, together with the mangrove
plants, protects it from the flow of Guanabara Bay waters. These invade the mangrove
when the tide rises, configuring complex current patterns which prevent the reflux of

transport waters out of the mangrove, causing the sediment to settle in the flatter areas

(Fig. 2).
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Figure 2 - Surui Mangrove topography.
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The dominant particle size fraction was sand. Most stations presented small percentages
of silt. However, samples 4, 7, 11, 12, 15, 16, 20, 21 and 22 presented 30 to 55 % of silt.
The highest clay concentrations, around 30%, were found at stations 7, 12 and 17.
Station 21 presented 61% clay and station 12 was the only one with more homogeneous
grain proportions. According to the classification by Flemming (2000), Surui Mangrove

displayed a variation from sand to very clayey to slightly sandy mud (Fig. 3).

5 23 50 75 g5

Figure 3 — Triangular diagram of textural classes (Flemming 2000). Subdivisions are based on

sand/silt/clay percentages.

Biopolymers were distributed all over the mangrove, varying widely. CHO variation
was greater than PTN and LIP, at 398 pg/g and 1760 pg/g, at stations 3 and 7,
respectively. PTN ranged from 118 to 220 pg/g at stations 1 to 11, respectively. At

stations 12 to 23 there was an increase in PTN concentrations, 325 to 824 pg/g. LIP
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varied very little over the whole mangrove. The smallest concentration was observed at

station 6 (12.4 pg/g) and the largest at station 7 (154 pg/g) (Fig. 4).
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Figure 4 - Total biopolymer concentrations in the samples studied (lipids, proteins and carbohydrates).

Total biopolymeric carbon varied all over the mangrove. The largest concentration was

determined at station 17 (936 ng/g) and the lowest at station 6 (247 pg/g) (Fig. 5).
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Figure 5 - Total biopolymeric carbon concentrations.

BC varied from 0.27 pg C/cm’ (station 1) to 10.24 pg C/ecm’ (station 21). This station
clearly presented a much higher value than the others, which did not surpass 3.72 ug
C/cm®. The mean for BC values, excepting station 21, was 2.01 ug C/cm’. Stations

placed at the mangrove front (1 to 8) presented values below the mean (Fig. 6).
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Figure 6 - Bacterial carbon concentrations.

Enzymatic activity values varied over the whole mangrove and the high esterase
enzyme values indicated hydrolysis of molecules over 600 Da. The mean was 3.92 ug
fluorescein/h/g. The highest value was found at station 21 (6.52 pg fluorescein/h/g) and
the smallest at station 19 (1.35 g fluorescein/h/g).

ETSA, related to biomass production, also displayed activity over the whole mangrove.
ETSA values ranged from 0.004 pul O,/h/g (station 10) to 0.62 ul O,/h/g (station 16),
with a mean of 0.13 ul Oy/h/g. Stations 3 to 12, located close to the mangrove front,

presented activity close to the mean (Fig. 7).
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Figure 7 — ETSA and ESTE enzymatic activity concentrations.
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The highest OM percentage was found at station 21 (23%) and the lowest at station 8

(1%). A high OM percentage, with a mean of 10% (Fig. 8), was found for the entire

mangrove.
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Figure 8 — Organic matter and total aromatic compounds (TAC) concentrations in samples.

The results of selected aromatic compounds determination are shown in Table 2.
Compounds that showed the largest concentrations were phenanthrene, at 436 ug/g
(station 14), followed by xylene at 27.80 ug/g (station 1) and phenol, at 25.40 ug/g
(station 2). Except in the case of stations 1, 2, 7, 15, 17 and 23, benzene concentrations
were below level limit. Concentrations of the other monoaromatics were larger than
benzene at all stations. Toluene concentrations ranged from 0.33 to 17.5 ug/g, and
xylene concentrations, between ND and 27.8 ug/g.

Naphthalene was detected only at station 8 and at all other sites it was below the level
limit. Phenanthrene concentrations varied widely at the stations studied (<LQ to 436

ug/g). Benzo[a]pyrene varied less (<LQ to 2.5 pg/g). Phenanthrene predominated
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among PAHs and was found in most samples. This substance is of concern to aquatic
biota since phenanthrene, pyrene and fluoranthene were previously found to be
responsible for most of runoff toxicity to aquatic biota (Boxall and Maltby 1997).

The sum of concentrations of the aromatic substances studied ranged from 3.26 to 436
png/g and only 3 stations presented values above 100 pg/g. Station 14 had a higher
concentration of total ACs (444 ug/g), followed by stations 11 (275 pg/g) and 16 (201
ng/g) (Table 3).

Table 3 — Aromatic compound concentrations (Ug/g) in sediments from Surui
Mangrove.

Samples Phen Ben | Tol Xyl | Total BTX | Naph | Phen | B[a]P | Total PAHs | Total ACs
1 22.9 1.7 | 175 | 28.0 47.2 <LQ 22.0 <LQ 22.0 92.1
2 25.4 <LQ | <LQ | 15.1 15.1 <LQ <LQ 0.2 0.2 40.7
3 5.59 <LQ | 24 7.7 10.2 <LQ 19.7 <LQ 19.7 35.4
4 9.56 2.1 4.6 1.7 8.3 0.1 36.7 <LQ 36.8 54.8
5 11.4 <LQ | 0.8 7.2 7.9 <LQ <LQ 0.1 0.1 19.5
6 18.8 <LQ | 0.6 | 13.8 14.4 <LQ <LQ <LQ <LQ 33.2
7 12.0 2.6 2.7 8.6 13.8 <LQ 23.4 0.5 23.9 49.8
8 2.84 <LQ 1.4 1.8 3.2 <LQ <LQ <LQ <LQ 6.0
9 2.35 <LQ | 0.4 0.5 0.9 <LQ <LQ 0.1 0.1 3.4
10 2.54 <LQ | 0.3 0.4 0.7 <LQ <LQ <LQ <LQ 3.2
11 8.16 <LQ | 1.2 | <LQ 1.2 <LQ | 265.0 0.5 265.5 275
12 4.03 <LQ | 0.5 | <LQ 0.5 <LQ 27.7 0.1 27.8 32.3
13 <LQ <LQ | <LQ | 1.2 1.2 <LQ 5.1 <LQ 5.1 6.30
14 1.80 <LQ | 2.9 3.7 6.6 <LQ | 436.0 0.1 436.1 445
15 3.28 0.7 5.0 7.9 13.6 <LQ <LQ 0.1 0.1 17.0
16 1.67 <LQ | 25 3.9 6.4 <LQ 192.0 0.1 192.1 200
17 1.97 0.4 3.4 4.1 8.0 <LQ 32.6 0.2 32.8 42.7
18 1.41 <LQ 1.4 3.1 4.6 <LQ <LQ <LQ <LQ 5.91
19 1.01 <LQ | 1.3 0.3 1.6 <LQ <LQ 2.5 2.5 5.11
20 2.18 <LQ | 3.8 5.1 8.9 <LQ <LQ 0.1 0.1 11.2
21 3.51 <LQ | 5.4 10.1 15.5 <LQ <LQ 0.2 0.2 19.2
22 1.22 <LQ | 2.5 3.5 5.9 <LQ <LQ <LQ <LQ 7.22
23 2.46 0.9 8.6 4.6 14.1 <LQ 28.0 <LQ 28.0 44.6

Phen (Phenol), Ben (Benzene), Tol (Toluene), Xyl (Xylene), Naph (Naphtalene), Phen (Phenantrene) and B[a]P
(Benzo[a]pyrene)

LQ. = quantification limit.
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STATISTICAL ANALYSIS

In order to evaluate the relationships among different sampling stations, cluster
analysis (CA) was used. Ward’s method and Manhattan distances were considered for
stations clustering. Concentrations <LQ were replaced by values between LQ and LD in

order to avoid invalid values. CA results are shown in Figure 9.
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Figure 9 - Clustering of sampling points considering the 9 variables from Table 1.

Manhattan analysis, using nine variables — namely phenol, BTX (sum of benzene,
toluene and xylene concentrations), PAH (sum of naphthalene, phenanthrene and
benzo[a]pyrene concentrations), percentages of fines sediments and of organic matter
(OM), total of carbohydrates (CHO), lipids (LIP) and proteins (PTN) and porosity — and
23 cases yielded 4 groups. Two main samples groups can be observed with a
Dlink/Dmax value of around 40. The first group is formed mainly by samples from the
center to the back of the mangrove (11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 20, 21 and 22), presenting

only one sample from the mangrove front (7). The second group was comprised mostly
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of samples from the frontal part of the mangrove (1, 2,3, 4, 5, 6, 8, 9,10) and included
three samples (19, 18 and 23) from the back.

The two main groups may be subdivided into two groups each. The first, formed by
stations 13, 1, 15, 17, 20, 21 and 22, showed similarities especially in the variation of
CHO concentration (767.78 to 1282.3 pg/g). The second, formed by stations 7, 11, 12
and 16, is grouped by variation of PTN concentration, 153.52 to 455.25 pg/g. A third
group, formed by stations 3, 6, 8, 18 and 23, showed similarities in the contents of LIP
(12.44 to 138.5 pg/g), PAHs and predominance of sand in the sediments (80%). The
fourth group, comprising stations 1, 2,4, 59, 10 and 19, was grouped by the contents of
OM, BTX, phenol and porosity. In the variables diagram, grouping depended on
sediment particle size and porosity, suggesting that the mineral matrix served as a first
aggregation support for LIP and TPAHs. The accumulation of phenol in the sediment,
derived from plant primary production, became a substrate for final aggregation of LIP,
CHO and TPAHS, since PTNs, representing live biomass, are also in this group.
Principal Component Analysis was not able to reduce the number of variables necessary
to describe the data set, and therefore data resulting from PCA was not considered for
sampling station comparison.

The correlation matrix between variables is shown in Table 4. Significantly correlated
variables (P < 0.05) are shown in bold.

Table 4 — Correlation matrix.

Phenol| BTX | PAH [Fines (%) OM (%) | CHO PTN LIP Porosity
Phenol 1 0.663 |-0.128| -0.043 | -0.239 | -0.138 | -0.537 | -0.307 0.050
BTX 1 -0.131| 0.104 | -0.136 | -0.079 | -0.120 | -0.077 0.227
PAH 1 0.090 0.218 0.330 | -0.027 | 0.186 0.184
MUD 1 0.741 0.781 | 0.336 0.565 0.281
oM 1 0.761 | 0.345 0.555 -0.230
CHO 1 0.147 0.569 0.139
Ptn 1 0.196 0.015
Lip 1 0.202
Porosity 1
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DISCUSSION

The topographical analysis of Surui Mangrove revealed an area of low elevation at the
center and the back of the mangrove. Only at the mangrove’s front is there an elevation
which, together with plant roots, works as a protection against sea impact over
mangrove sediments. The topographic variations discussed above are important in
patterns of mangrove development and maintenance. Substrate elevation and
topographical variations have been recognized as important criteria in the success and
patterns of mangrove seedling establishment (Anthony 2004; Ellison 1998; Kitaya et al.
2002; Saenger 2003; Cohen et al. 2005; Lara and Cohen 2006). Both topography and
plant distribution serve as a pattern for the accumulation of organic (such as
hydrocarbons) and inorganic (such as metals) substances.

As in other studies, organic matter remained high over the entire mangrove. Organic
matter content was comparable to other estuaries: Itacorubi/SC, 3.38 — 5.4% (Da Silva
et al. 2005) and 0.005 — 6.13%, Guanabara Bay (Vilela et al. 2003; Carreira et al. 2001;

Baptista Neto et al. 2000).

The high organic matter percentages, with a patch distribution pattern and associated to
particle size, are typical of the studied environment (Wasserman et al. 2001; Kehrig et
al. 2003; Wasserman et al. 2006). At station 8, where the lowest organic matter

percentage was found, about 100% of the particle size was sand.

At Surui Mangrove, phenol was not detected at only one sampling station. Kueh and
Lam (2008) detected phenol in Tolo Harbour, inner Deep Bay, Hong Kong. The results
indicate that land-based discharges are unlikely to be the main source of trace organics
in marine water. Sewage contains large quantities of phenolic compounds that are

commonly found in household, commercial and industrial products.
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Moreover, oil refinery effluents contain many different chemicals at different
concentrations, including phenol. The exact composition cannot however be generalized
as it depends on the refinery and on which units are in operation at any given time. It is
therefore difficult to predict the effects of an effluent may have on the environment
(Kueh and Lam 2008). Buikema et al. (1981) looked at the effects of ammonia, phenol,
chromates and fuel oil on the reproduction and growth of Mysidopsis bahia. When
exposed to phenol, chromate and fuel oil these animals exhibited reproductive

impairment. Phenol also caused growth inhibition.

The toxic effect is caused by high concentrations of organic compounds and/or high
concentrations of inorganic compounds such as phenol in refinery wastes. The same
effects are also observed with other chemical wastes, detergents and sewage pollution. It
is therefore very difficult in areas with other sources of pollution to pinpoint the exact

source of the observed effects (Wake 2005).

The proximity of Surui Mangrove to the Surui and Surui-Mirim rivers, industrial
complexes and refineries probably contributes as a source of sewage pollution and
industrial effluents, hampering the identification of pollution sources.

The differences on hydrocarbon distribution at Surui Mangrove showed patch
distribution, and the presence of sand in the mangrove did not facilitate natural
dampening of ACs. On the contrary, the high concentrations of organic matter and
biopolymers propitiated sequestration of pollutants, since internal micropores between
organic matter and its constituents maintained a high sorption. Thus, both the smallest
and the highest AC values were determined in sandy fractions, suggesting linkage
preference to organic matter and its constituents.

AC distribution indicates several contamination sources, with a first notification in 2000

(Mitchell 2000). Highest AC concentrations were determined between the center and
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the back of the mangrove, and these are possible deposition sites, determined by the
reach of the tides.

Our results agree with those by Kim er al. (1999), who proposed that sediment
properties, such as organic matter and particle size, may influence the distribution and
concentration of PAHs and other hydrophobic organic compounds. Another PAH study
established the important role that mangrove sediments play as oil sinks (Diaz et al.
2000). The entrance of water breaks the chernies, scattering sand all over the surface of
Surui Mangrove, hampering the relation between particle size and AC sequestration in
this mangrove.

A direct comparison of our data with previously published PAH data is difficult due to
several factors including: a) differences in analytical and sampling methods; b) set of
PAHs studied; c) different physical, biological and geological characteristics of the
studied area. Indeed, our results indicate that total PAH concentrations are larger in

several points than indicated by previous studies at the same area.

Maciel-Souza et al. (2006) determined TPAH concentrations of 11.53 to 28.28 ug/g in a
transect along a mangrove close to the refinery, at the back of Guanabara Bay, and of
1.23 ug/g at a station on the Estrela River, close to Surui Mangrove. In samples of
surficial sediments from the same mangrove, TPAHs over 20 ng/g were determined 10
days after the 2000 Guanabara Bay oil spill (Gabardo et al. 2000). In 4 samples, our
results were higher than those of Gabardo et al. (2000), even 6 years after the spill.
However, such high values suggest that this area may experience fromcontamination

other sources.

Comparing these results in a more global context, PAH levels in Guanabara Bay were 2
to 6 times higher than the concentrations in 4 Hong Kong mangroves and 14 other sites
distributed among China, the Caribbean and Puerto Rico, where the highest PAH levels

128



reported were 2.2 ng/g (Tam et al. 2001). Medeiros et al. (2005) studied the distribution
of total PAHs in an estuarine lagoon in southern Brazil, highliting that in the sediment
near the petroleum distribution site values reached 11.8 pg/g and, in the refinery
sediments, 4.4 pg/g. These sites were 100 and 40 times more contaminated than a
nearby lagoon and were described as chronic pollution sites. Zakaria et al. (2002)
formed different PAH concentration levels, ranging from 0.001 to 760 pg/g, with modal
concentrations of 1-10 pg/g in rivers, lakes, estuaries, harbors and coastal areas. Of
these regions, 80% presented values less than 1 pg/g and only in highly industrialized

sites were they greater than 10 pg/g.

Due to the anoxic sedimentary environment, hydrolysis of organic matter biopolymers
is carried out by anaerobic bacteria, with high esterase enzymes activity and lower
electron transport system activity. Anaerobic processes like fermentation, denitrification
and sulfate reduction are energetically less efficient, but are responsible for the
biogeochemical cycles in Guanabara Bay sediments (Silva et al. 2008). This hypothesis
is supported by the low electron transport system activity, responsible for the energy
synthesis process and, concomitantly, of biomass. Other studies have corroborated this

results (Relexans ef al. 1996; Fenchel er al. 1988; Edwards et al. 2005).

Bacterial carbon, present in the whole mangrove, reached a mean of g!o cells/g, with no
great variation in the stations sampled. Bacteria are present in the sample in great
numbers (10" cells/g), their biomass being higher than other benthic organisms, due to
the function and structure of microbial biofilms (Meyer-Reil and Koster 2000).

Crapez et al. (2001) determined 0.54 g of fluorescein/h/g of esterase activity and 0.31
ul Oo/h/g of electron transport system activity in sandy sediments from Praia de Boa

Viagem, Niter6i. Crapez et al. (2003) found different patterns in enzymatic
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determinations performed in different seasons of the year. Silva et al. (2008), sampling
30 points of surficial sediment along Guanabara Bay, found a mean esterase activity
value of 3.20 pug of fluorescein/h/g and electron transport system activity in only 15

stations.

Mangrove trees contribute considerable quantities of autochthonous organic matter to
the sediment, but also receive waters contaminated by sewage, due to the river system
that flows through industrial and residential areas close to Surui Mangrove. The high
organic matter indices allow the sequestration of aromatic hydrocarbons, making them
unavailable for biodegradation (Kubicki and Apitz 1999), which explains the presence
of volatile compounds, such as benzene, toluene and xylene, in Surui Mangrove
sediments (Fontana et al. 2006). According to Pignatello (2003), most forms of natural
organic matter contain internal micropores, irreversibly deformed, which act to maintain

a more or less linear sorption, competing with a slow desorption.

The carbohydrate, protein, lipid and total biopolymeric carbon values determined in this
study are inferior to data from the literature. Pusceddu et al (1999), in the west
Mediterranean (Italy), formed 760 — 70530 ug/g of carbohydrates, 21600 - 1210 pg/g of
proteins and 260 - 4470 pg/g of lipids. Dell’ Anno et al. (2002), also in Italy, found 4600
png/g of carbohydrates, 2100 pg/g of proteins and 1000 pg/g of lipids. The lower
hydrodynamics areas showed the highest lipid concentrations, which are associated to

fine sediments (Kjerfve et al. 1997, Amador 1980).

The protein/carbohydrate ratio may be used as an eutrophication level indicator in
coastal systems. The ratio for an eutrophic environment is <1500 - 4000 pg/g for
proteins and 5000 - 7000 pg/g for carbohydrates (Dell’ Anno et al. 2002; Pusceddu et al.

1999).
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Although several authors have indicated the existence of an eutrophication process in
Guanabara Bay, in the case of Surui Mangrove that biopolymeric ratio cannot be
applied, due to high variation of the carbohydrate values determined and, probably, the

greater velocity of physicochemical reactions in tropical environments.

CONCLUSIONS

The topography of Surui Mangrove allows the entrance of bay water, which breaks the
chernies and spreads the sandy fraction all over the sediment, the central and back areas
acting as deposition sites. Grain size is supposedly an important factor in natural
attenuation of hydrocarbons. However, the high organic matter contents, even in
samples with homogeneous distribution of sand/silt/clay, facilitated the maintenance of
ACs in the sediments, together with biopolymers such as carbohydrates and proteins.
Mangroves are highly vulnerable to oil impact and play important roles in the
maintenance of shorelines and as nurseries for several species. ACs in Surui Mangrove
are not washed by the tide nor naturally attenuated because, aside from the organic
matter, the almost flat topography and disposition of the vegetation allow the
sequestration of these substances.

Compared to global patterns of petroleum hydrocarbon distribution, concentrations in
the surficial sediments of Surui Mangrove may be classified as from moderate to high,
constituting of an area highly impacted by continual incidents and by industrial and

transportation discharges in Guanabara Bay.
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RESUMO

O alvo deste trabalho foi determinar os biopolimeros associados as enzimas esterases e identificar a
atividade respiratéria bacteriana em quatro testemunhos coletados no Manguezal de Surui, Baia de
Guanabara-RJ. As concentracdes dos biopolimeros foram 1000 vezes menores do que apresentadas
na literatura, sendo necessario a criacio e o estabelecimento dos niveis indicativos de eutrofizacgdo e
de registros compativeis aos nossos sistemas litorais. O relacionamento representativo bioquimico
nos testemunhos foi equivalente aos trabalhos descritos no hemisfério norte para ambientes
marinhos litorais. As enzimas esterases no sedimento foram mostradas eficientes na mineralizacdo
dos biopolimeros, mesmo com fisiologia metabdlica preferencialmente sendo anaerdbica. Apesar da
falta de estudos incipientes sobre geomicrobiologia, os resultados mostraram a possivel aplicacdo
da microbiologia para uma compreensao melhor dos processos geoldgicos.

Palavras Chave: atividade respiratoria bacteriana; composicao bioquimica; enzimas esterase;
geomicrobiologia e sedimento.

Submitted: Quaternary and Environmental Geosciences.

ABSTRACT

The aim of this work was to quantify the biopolymers associated to esterase enzymes and identify
bacterial respiratory activity in four cores collected in Surui Mangrove, Guanabara Bay - RJ.
Biopolymer concentration was 1000 times lower than reported in the literature, indicating the need
for creating and establishing eutrophication indicative rates and records compatible with our coastal
systems. The biochemical representative relationships in the cores were equivalent to those from
studies on coastal marine environments made in the Northern Hemisphere. The esterase enzymes in
the sediment proved efficient in the mineralization of biopolymers, even with preferentially
anaerobic metabolic physiology. Despite the lack of incipient geomicrobiological studies, the
results highlighted the possible application of microbiology to a better understanding of geological
processes.

KEYWORDS: sediment; biochemical composition; esterase enzymes; bacterial respiratory
activity; geomicrobiology.
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INTRODUCTION

The geochemist’s view of sediments may be
confined to the search for a particular mineral,
and that of the microbiologist to an interest in a
particular microbe, but between these extremes
lies an area of interest to both disciplines that
provides exciting opportunities for collaborative
research.

Organic matter exists in particulate and
dissolved forms within a given water column.
Initially this organic matter consists of all the
major classes of naturally occurring organic

compounds such as sugars, amino acids,
pigments,  phenolic  substances, lipids,
polypeptides, polysaccharides, and other

constituents of living organisms. During the
sedimentation process, only a small portion of
the initial organic matter reaches the bottom
(Premuzic et al. 1982). The survival of organic
compounds during sedimentation depends on a
number of parameters including their chemical
stability, biochemical usefulness, oxygen
concentration and interaction with clay
minerals.

After sedimentation, organic particles are
equally subjected to a continuous degradation
and mixing process, while deposition of other
materials continues at the same time (Colombo
et al. 1996). Thus, environmental and biological
factors such as the depth of the water column,
resuspension events, the concentration of
dissolved oxygen, primary production or the
metabolic activity of benthic organisms may be
fundamental in accounting for the quantity and
quality of the organic bulk of sediments
(Emerson et al. 1985; Cowie & Hedges 1992;
Danovaro et al. 1999; Fiordelmondo &
Pusceddu 2004). The oxidation capacity of the
organic particles themselves will also influence
their distribution and transformation (Relexans
et al. 1992). Organic matter and products from
the processes are to a large extent controlled by
the availability of electron acceptors. Organic
compounds and clays processing through and
subsequently  settling in a low-oxygen
environment will accumulate and form
sediment-enriched unoxidized organic matter
(Demaison & Moore 1980). Finally, although a
part of the settled organic matter may return to

the water column, a fraction will remain as a
sedimentary record (Tselepides et al. 2000).
The  bacteria involved in  anaerobic
mineralization in sediments are generally much
less versatile than the aerobic (Sepers 1981) as
to the amount of organic carbon and the energy
sources that can be used. An exception may be
some denitrifying bacteria that are active in
sediment surfaces and whose anaerobic
metabolism does not greatly differ from their
metabolism under aerobic conditions. However,
for apparently stringent reasons, such
quantitatively important substrates as glucose
cannot be oxidized to completion by microbes
that can carry out anaerobic respiration in which
sulfate or carbon dioxide act as electron
acceptors.

In contrast to aerobic environments,
mineralization in sediments is the result of a
sequence of processes whereby products of one
metabolic group of organisms form the
substrate for others. The communities thus
formed therefore consist of microbes that are
highly dependent on each other’s activities. For
this reason, the participants in anaerobic
mineralization processes are of particular
interest to the study of microbial interactions.

A community similar to the one found in
sediments occurs in the anaerobic environment
created by man for the degradation of organic
matter in sewage.

The aim of this work was to characterize
sediment samples collected in Surui Mangrove
as to levels of organic matter, biopolymers and
granulometry, and verify their relationship to
biomass, metabolism and bacterial enzymatic
activity.

STUDY AREA

The Surui River mangrove is located in Magé
Municipality (7.489.800 S, 694.280 W),
spanning approximately 80,000 — 100,000 m®.
Because it is located to the north of the
Guapimirim Environmental Protection Area
(APA), it shares features with the zone termed
Norte-APA de Guapimirim (Fig. 1).
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Figure 1 — Localization of Surui Mangrove.

This mangrove is bound by Morro da Solina to
the west and by the RJ-116 highway to the
north. Its importance increases by the presence
of the Surui River and the Surui-Mirim
Channel, both acting in some parts as
boundaries to Guapimirim APA, and by the fact
that they flow into Guanabara Bay (Soares et al.
2006). Like most rivers in the region, they are
constantly flooded and have predominantly flat
topography, close to sea level, which generates
the development of mangroves and the presence
of chernies at the edges and fringe (Fontana,
submitted).

Water flow through the mangrove is reduced by
mangrove plants, characterizing complex
current patterns, including jets, eddies and
stagnant zones. The flow of suspended sediment
shows that most of it returns and settles in the
mangrove itself, and 1is not reexported
(Furukawa et al. 1997). Surui Mangrove’s
predominant plant species along most of the
Surui River’s 3,600 m (from Surui to the
mouth) is the white mangrove (Laguncularia
racemosa). There are also, interspersed, a few

clusters of black mangrove (Avicennia
schaueriana), with their pneumatophores.
Closer to the mouth some clusters of red
mangrove (Rhizophora mangle) appear, with
their buttress roots. The mangrove is under
strong anthropic pressure, since due to the tidal
regime it is possible to find, all around it,
garbage that invades it by the fringe. The
predatory practice of catching crabs with raffia
sacks next to the burrows, and the
indiscriminate tree logging, landfilling, draining
and deforesting alter hydrological conditions
and, consequently, mangrove functioning, thus
hampering management and conservation and
constituting a great impact over the Guapimirim
APA mangroves (Soares et al. 2006).

Just like the two other zones to the north of the
APA, environmental management of this zone
also calls for close follow-up, since it represents
a significant 10% of its urbanized area, with
low settlement intensity. Forest cover is
practically nonexistent (just 0.2%). These
percentages point to strong indications of
deforesting near the preservation area, a process
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that ought to merit remediation. More
auspiciously, 16.6% of the area is constituted by
conserved mangrove, against 0.21% of
degraded mangrove. The wetlands and flooded
areas together represent 12.1%, which indicates
the possibility of actions directed at mangrove
regeneration too (Egler et al. 2003).

The 2000 oil spill was one of the most severe
ever recorded in Guanabara Bay, hitting several
ecosystems in the region. It was the second
accident with the same pipeline, which had
already leaked in 1997, due to the rupture of a
Duque de Caxias Refinery (REDUC) oil
pipeline. According to Petrobras estimates, a
total of about 1,300 m> of crude leaked, of
which 25% (325 m®) evaporated, 40% (520 m’)
were recovered and the rest (455 m’) was
retained in mangroves and rocky shores
(Mitchell 2000). The Surui Mangrove area may
have been impacted by part of the oil spilled in
that incident.

MATERIAL AND METHODS

During 2008, four sediment cores at 30 cm were
collected in Surui Mangrove, Guanabara Bay,
RJ, Brazil (Figure 2).
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Figure 2 — Transect in Surui Mangrove
(sampling grid)

To facilitate the transportation and analyses of
the cores, they were cut in 5-cm sections. Each
section was divided into the following intervals:
0-3, 5-10, 10-15, 15-20, 20-25 and 25-30 cm.
These samples were stored in sealed polythene

bags, conditioned in ice and taken to the
laboratory, where the following analyses were
carried out.

The grain sizes of the sediment samples
collected in Surui Mangrove were determined
with a Malvern laser sediment meter, model
Mastersizer 2000, with an analysis capacity of
particle sizes ranging from 0.02 to 2000 pm,
and classified according to the textural
classification proposed by Flemming (2000).
The calcination method was used to calculate
the total organic matter and the sediment
samples were conditioned in a porcelain
crucible which had its weight determined
previously. After being filled with the samples
the crucible was weighed and placed in a muffle
at 450°C for 24 hours. The crucible was then
weighed again so that the material organic
concentration in the samples could be obtained
by the difference between masses (Byers et al.
1978, Baptista-Neto et al. 2000, Crapez et al.
2003).

The protein (PTN) analyses were carried out
after extractions with NaOH (0.5 M, 4 h) and
were determined according to Hartree (1972)
modified by Rice (1982) to compensate for
phenol interference. Concentrations are reported
as albumin equivalents. Carbohydrates (CHO)
were analyzed according to Gerchacov &
Hachter (1972) and expressed as glucose
equivalents. The method is based on the same
principle as the widely used method of Dubois
et al. (1956), but is specifically adapted for
carbohydrate determination in sediments. Lipids
(LIP) were extracted by direct elution with
chloroform and methanol and analyzed
according to Marsh and Wenstein (1966). Lipid
concentrations are reported as tripalmitine
equivalents. For each biochemical analysis,
blanks were made with the same sediment
samples as previously treated in a muffle
furnace (450°C, 2 h). All analyses were carried
out in 3-5 replicates. Protein, carbohydrate and
lipid concentrations were converted to carbon
equivalents by using the following conversion
factors: 0.49, 0.40 and 0.75 ug of C ug'l,
respectively. The sum of protein, carbohydrate
and lipid carbon was referred to as
biopolymeric carbon (BPC) (Fabiano et al
1995) and the bioavailable organic carbon (%)
was determined according to the equation:
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[(total biopolymeric carbon x 100)/total
biopolymers)]. The unavailable organic carbon
(%) was determined according to the equation:
(100 - total biopolymeric carbon).

Esterase enzyme activity was analyzed
according to Stubberfield & Shaw (1990). It is
based on fluorogenic compounds, which are
enzymatically transformed into fluorescent
products that can be quantified by
spectrophotometric assay. These enzymes act
on biopolymers and transform them into low-
molecular-weight organic carbon. The results
are in ug fluorescein/h/g of sediment.

Electron transport system activity was measured
according to Trevors (1984) and Houri-Houri-
Davignon & Relexans (1989), based on
dehydrogenase enzyme activities. These
enzymes provide equivalents for ATP synthesis
(third phosphate adenosine) in the electron
transport systems. Results from this assay are in
UL Oy/h/g of sediment.

Metabolic bacterial activity such as aerobic,
facultative anaerobic, denitrification and sulfate
reduction was measured using methodology
described by Alef & Nannipieri (1995).
Bacterial carbon (BC) was enumerated by
epifluorescent microscopy (Axiosp 1, Zeiss,
triple filter Texas Red — DAPI — fluorescein
isothiocyanate, 1000 X magnification) and
using fluorochrome fluorescein diacetate and
UV-radiation (Kepner & Pratt 1994). Carbon
biomass (g C/g) data were obtained using the
method described by Carlucci et al. (1986).

The statistic analyses utilized the core sediment
samples and the parameters. Ward's method
with City-block (Manhattan) distance is distinct
from all other methods because it uses an
analysis of variance approach to evaluate the
distances between clusters. In short, this
method attempts to minimize the Sum of
Squares (SS) of any two (hypothetical) clusters
that can be formed at each step. This distance is
simply the average difference across
dimensions. In most cases, this distance
measurement yields results similar to the simple
Euclidean distance. However, note that in this
measurement the effect of single large
differences (outliers) is dampened (since they
are not squared). The analyses were performed
with all analyses used in this study.

RESULTS AND DISCUSSION
Granulometric fractions in the cores varied
from sand to clay. Sedimentary layers were
comprised of 25 - 89% silt, 4 - 20 % clay and 0
- 74 % sand. Following Fleming’s (2000)
classification, core samples were classified into
6 main groups: silt (E-I sample 7), slightly
clayey silt (E-II samples 11, 12, 17, 23 and 24),
extremely silty slightly sandy mud (D-I samples
8 and 9), extremely silty sandy mud (CI -
samples 14, 15, 21 and 22), very silty sandy
mud (CII — samples 1, 2, 4, 6 and 18) and very
silty sand (B-I samples 3, 5, 10, 16, 19, 20 and
22) (Figure 3).
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Figure 3 —Granulometric diagram of Surui Mangrove cores.

Organic matter in the sedimentary layers varied
from 1.3 to 4%, the largest values being
determined in the top layers, with an average of
3%. The deepest layers presented an average of
1.5% (Table 1).

Our values agree with those determined by Da
Silva et al. (2008), who analyzed a 30-point
sampling grid in Guanabara Bay and found
values between 0.59 and 7.99%. This proved
similar to the results found by Catanzaro et al.
(2004) and Baptista-Neto et al. (2006), who
determined average levels of organic matter in
these superficial sediments from Guanabara
Bay ranging from 4 to 6%. The highest level of
organic matter was found in the areas close to
the Guapimirin APA (a protected environmental
area), at 8.4%. Other levels of organic matter,
ranging from 0.97 — 15.35%, were found in
Ubatuba Bay in 38 superficial sediment samples
(Burone et al. 2003). In a study on Italy’s
Apulian coast, Dell’Anno et al. (2002) found
the total organic matter varying, along the first
year, between 1.8 — 5.4%.

The organic compounds aggregated on the clay
minerals in the water column, deposited in
environments with low oxygen tension,
accumulating and forming a sediment rich in

organic matter of suboxidic and anoxic
conditions (Premuzic et al. 1982, Hedges et al.
1997). The biogenic component is generated in
situ externally by biological processes, and
includes microorganisms (bacteria, fungi,
protozoans), plankton, decaying remains of
organisms, fecal matter and marine and
terrestrial plant debris or, from a biochemical
standpoint, proteins, carbohydrates, lipids and
pigments (Luthy et al. 1997). The quantity and
quality of organic matter in surface sediments
are recognized as major factors affecting
benthic fauna dynamics and metabolism (Graf
et al. 1983, Grant & Hargrave 1987).

The determination of carbohydrate, lipid and
protein carbon might be suitable to estimate the
fraction potentially available to sediment-
ingesting organisms (Fichez 1991). Although
this approach is not free from interpretation
problems, it has been widely used (Fabiano &
Danovaro 1994, Fabiano et al. 1995, Danovaro
1996).

Biopolymers were distributed over all
sedimentary layers and varied widely. CHO had
its largest and smallest concentrations in core 2
at 311.3 pg/g in the 0-3 cm layer and 110.6 pg/g
in the 10-15 cm layer (Table 1). PTN also had
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their largest and smallest concentration in core
2, at 403.1 pg/g and 77.6 ng/g, respectively
(Table 1). LIP results were inferior to CHO and
. Largest concentration was determined in core
1 at 99.1 pg/g, and the smallest in core 2 at 11.6
pg/g (Table 1).

The highest values for biopolymeric organic
carbon were observed in all cores (Table 1).
The largest concentration was determined in
core 2 at 275 pg/g and the smallest in core 3 at
130.9 pg/g. Bioavailable carbon obtained
uniform distribution in the 4 cores, ranging
from 47-49% (Table 1).

Table 1 — OM, Carbohydrates, Proteins, Lipids, Biopolymers total, Biopolymeric carbon and
Bioavailable carbon in core samples.

Biopolymers (mg/g) Biopolymeric | Bioavailable
Core Samples OM | CHO | Protein | Lipid Total | carbon (kg/g) | carbon (%)
T1 S1P0-3 1.3 189.2 184.7 56.6 430.5 208.6 48.5
S1P5-10 1.5 200.8 212.7 55.8 469.3 226.4 48.2
S1P10-15 2.0 261.4 138.2 99.1 498.7 246.6 494
S1P15-20 1.6 232.8 146,3 64,3 4434 213,0 48,0
S1P20-25 1.9 155.0 113.5 71.8 340.3 1714 50.4
S1P25-30 1.5 201.1 156.3 74.2 431.6 212.7 49.3
T2 S2P0-3 1.8 311.1 2159 60.7 587.7 275.8 46.9
S2P5-10 2.2 160.0 403.1 19.2 582.4 276.0 474
S2P10-15 4.0 110.6 277.1 11.6 399.3 188.7 47.3
S2P15-20 1.5 190.6 163.3 26.1 380.0 175.8 46.3
S2P20-25 1.3 187.2 77.6 28.0 2929 1339 45.7
S2P25-30 2.1 189.4 1159 58.6 363.9 176.5 48.5
T3 S3P0-3 3.0 127.2 127.8 23.1 278.2 130.9 47.0
S3P5-10 3.6 122.5 170.6 30.3 3233 1553 48.0
S3P10-15 1.9 171.9 158.4 39.9 370.2 176.3 47.6
S3P15-20 1.9 2239 148.0 39.0 410.9 191.3 46.6
S3P20-25 0.9 271.4 175.9 60.4 507.7 240.0 47.3
S3P25-30 1.3 240.8 147.0 48.2 436.0 204.5 46.9
T4 S4P0-3 34 113.3 145.1 34.7 293.1 142.4 48.6
S4P5-10 3.2 156.4 210.0 35.8 402.2 192.3 47.8
S4P10-15 2.7 207.5 198.8 66.3 472.6 230.1 48.7
S4P15-20 2.1 153.9 246.1 31.8 431.8 206.0 47.7
S4P20-25 1.3 207.2 182.1 62.4 451.8 219.0 48.5
S4P25-30 1.5 237.2 166.7 423 446.2 208.3 46.7

Our values resembled those found by Da Silva
et al. (2008), who determined protein (22 to 111
Lg.g), carbohydrate (219 — 1483 ug/g) and lipid
(64 — 1711 pg/g) variation in 30 superficial
samples  from  Guanabara Bay, with
biopoymeric carbon values ranging from 191 to
1684 pg/g. Pusceddu et al. (1999) found 760-
70530 pg/g of carbohydrates, 2160-12100 pg/g
of proteins and 260-4470 ug/g of lipids in the
sediments from the western Mediterranean
(Italy). Dell’Anno et al. (2002) found 4600

png/g of carbohydrates, 370-2100 pg/g of
proteins and >1000 ug/g of lipids on the
Apulian Coast of Italy. Total biopolymeric
carbon in this work was also similar to the
results found in the literature. Pusceddu et al.
(1999) found values ranging from 2500-36100
pngC/g in the sediments. However, Dell’ Anno et
al. (2002) found a variation of 900 to 6900
pngC/g in the sediments.

Pusceddu et al. (1999) and Dell’Anno et al.
(2002) found the following relationship:
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CARBOHYDRATES > PROTEIN > LIPIDS.
In regard to the functional role of proteins,
Dell’Anno et al. (2002) related it to the high
levels of primary production, while Pusceddu et
al. (1999) defined it as a limiting factor for
benthic organisms. Higher lipid levels are
associated to fine sediments from areas with
lower hydrodynamics (Kjerfve et al. 1997,
Amador 1980). Dell’Anno et al. (2002)
associated the increase in lipid levels to the
increase in depth, which was not verified in our
results. In Guanabara Bay lipids were the most
abundant polymers, after carbohydrates, due to
the association with hydrophobic organic
micropollutants (HOMs - including
halogenated hydrocarbons, plasticizers, fused-
ring hydrocarbons and pesticides) (Turner &
Millward 2002). A raw sewage input in the
order of 20 m® s (derived from a population of
about 7.3 x 10° inhabitants) is a major cause of
environmental concern (Feema 1990). The
uneven distribution of nonpoint sources of
sewage has resulted in pronounced spatial
gradients of contamination in bay water and
sediments (Kjerfve et al. 1997, Valentin et al.
1999, Crapez et al. 2000, Baptista Neto et al.
2005, Brito et al. 2006). Carreira et al. (2003,
2004), and Pinturier-Geiss et al. (2002)
highlighted that preservation of lipids in the
sediments was linked to the prevailing anoxic
condition.

Although several authors have identified the
eutrophication process in various environments
using biopolymeric ratios, this tool cannot be
applied in the present study due to the
heterogeneous results, probably linked to the
greater speed of physico-chemical reactions in
tropical environments (Fontana et al. 2009).
The available biopolymeric carbon average was
approximately 50%. It is a function of organic
matter that initially escapes remineralization
due to rapid sinking, encapsulation or surface
association and aggregation that may be
enzymatically inaccessible in depths for the
bacterial communities (Lee et al. 2004). This
occurs with the adsorption of organic
compounds onto a mineral matrix, and it has
been suggested that organic matter in
association with mineral material beyond that
equivalent to a mono-layer coating might be
due to its isolation from oxygen (Crapez 2007,

2008, Lee et al. 2004). According to Henrichs
(1992), the labile portion of organic matter
consists of simple or combined (e.g.
biopolymers) compounds, which include
carbohydrates, lipids and proteins that are
rapidly mineralized. Some labile compounds
may become recalcitrant to degradation as a
result of complex interactions between the
sedimentary matrix and/or refractory organic
molecules (Keil et al. 1994).

Sedimentary organic matter is dominated by
carbohydrates (46%), followed by proteins (42
%) and lipids (12%), indicating great
concentration of bioavailable substances to the
microbiota. Complexation of this bioavailable
organic matter with polluting organic
substances present in the area (Fontana et al.
2009) makes it recalcitrant.

The large concentrations of high nutritional
value organic matter in the sediments suggest
that the latter behave as detritic traps.
Considering that the main sources of organic
matter in mangroves are vascular plants, it is
not directly bioavailable to benthic consumers,
and tends to accumulate. Other studies are
needed to shed light on the dynamics and
secondary production of bacterial communities,
focusing on the large detritic accumulation in
the sediments.

Bacterial carbon (BC) presented similarities in
the vertical distribution of cores 1 and 2. The
largest concentration was 1.7 ugC/cm3 in core
1, and the smallest 0.4 pgC/cm3 in core 2.
Likewise, cores 3 and 4 presented similarities in
their  vertical distribution, the largest
concentration being 1.1 pgC/cm?3 in core 4, and
the smallest 0.4 p,LgC/cm3 in core 3 (Table 2).
Bacterial distribution in Surui Mangrove
sediments is governed by water flow, by grain
differences in the sedimentary layers and by the
quality of organic matter available for
degradation.

Marine sediments are intensively colonized by
microorganisms (bacteria, cyanobacteria, fungi,
algae; size <<150 wm). Most are organized in
biofilms, complex associations of microbes
immobilized on surfaces and embedded in an
extracellular organic matrix, consisting of
extracellular  polymeric substances (EPS)
secreted by the cells. Through their organization
in biofilms, organisms create their own
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microhabitats with pronounced gradients of
biological and chemical parameters. Along
these gradients they can use substrates and
energy  effectively  (Meyer-Reil  1994).
Microorganisms are present in sediments in
high numbers (about 10" cells g'1 d.w.). Their
biomass is greater than the biomass of all other
benthic organisms. The cell surface of microbes
by far exceeds that of all other organisms.
Microbes possess a high surface-to-volume
ratio, indicating their high metabolic activity
rates. Dissolved inorganic and organic
substrates can be metabolized with high
substrate affinity and specificity. Particulate
organic matter can be decomposed in close
contact with the substrate by hydrolytic
enzymes. Besides oxygen, microbes may use
alternative electron acceptors (nitrate,
manganese, iron, sulfate, and carbon dioxide)
for the oxidation of organic material. Combined
with their logarithmic growth and short
generation times (less than 1 h), microbes
possess a high metabolic potential (Meyer-Reil
& Koster 2000).

Due to the anoxic sedimentary environment,
hydrolysis of organic matter biopolymers is
carried out by anaerobic bacteria, with high
esterase enzyme activity and less electron
transport system activity. Anaerobic processes
such as fermentation, denitrification and sulfate
reduction are energetically less efficient, but are
the ones responsible for the biogeochemical
cycles in Guanabara Bay sediments (Da Silva et
al. 2008). This hypothesis is borne out by the
low activity of the electron transport system,
responsible for the energy synthesis process
and, concomitantly, of biomass. Other studies
corroborate this statement (Relexans et al.
1992; Fenchel et al. 1988; Edwards et al. 2005).
Electron transport system activity (ETSA)
yielded lower concentrations than esterase
activity (EST). ETSA presented its largest
concentration in cores 2 and 3 at 0.5 pug O,/h/g.
In core 2 no activity was detected in the 0-3 and
5-10 cm layers (Table 2). The lowest
concentration was 0.4 ug Oy/h/g in core 1.
Between layers in each core ETSA displayed
considerable variation, possibly resulting from
water flow, quality of organic matter (proteins,
lipids and carbohydrates) and grain type.

EST presented its highest concentration in core
1 at 1.2 pug of fluorescein/h/g in the 0-3 cm
layer. Its lowest concentration was 0.04 pug of
fluorescein/h/g in core 2.

All our values were similar to those found for
the environments that compose Guanabara Bay.
Crapez et al. (2001) determined 0.54 pg of
fluorescein/h/g for esterase activity and 0.31 pl
O,/h/g for electron transport system activity in
sandy sediments from Praia de Boa Viagem
(Guanabara Bay). In another study with
sediments from the same site, Crapez et al.
(2003) found different patterns in enzymatic
determinations performed at different seasons
of the year. Esterase activity and electron
transport system activity were highest in
samples from Niter6i Harbor (Guanabara Bay),
at 3.63 pg fluorescein/h/g and 3.38 pL Oy/h/g,
respectively (Baptista-Neto et al. 2004). Da
Silva et al. (2008), sampling 30 points of
superficial sediment along Guanabara Bay,
found an average value of 3.20 pg of
fluorescein/h/g for esterase activity and low
electron system transport activity
concentrations at only 15 points.

Bacterial respiratory activity (Table 2) indicated
an overlapping of aerobic and facultative
anaerobic results in all cores, presented aerobic
process in few layers. Sulfate-reduction and
denitrification, anaerobic processes, were
present in all superficial layers. These results
indicate that the metabolism responsible for the
organic matter and nutrient cycle are effected
by an anaerobic bacterial food web that can use
electron acceptors like nitrogen, iron,
manganese and sulfur derived from continental
and coastal erosion, according to Turner &
Millward (2002). After polymer break,
monomers and oligomers are carried into the
cell, becoming available for the oxide reduction
reactions that will culminate in the production
of energy. However, the facultative anaerobic,
denitrification and sulfate reduction processes
produce 50, 100 and 170 kJ/mol, respectively,
as opposed to the aerobic process, which
produces 500 kJ/mol (Edwards et al. 2005).
Among anaerobic bacteria, sulfate-reducing
bacteria (SRB) have been important through
much of Earth’s 4.6 Ga history. Isotopic
evidence indicates that sulfate reduction
evolved at least 3.7 Ga ago, well before the
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evolution of oxygenic photosynthesis and of
cyanobacteria (Shen & Buick 2004).

SRB are predicted to facilitate precipitation of
calcium carbonate ions in solution. These
bacteria impact the pH, because for every
sulfate and every two organic carbons
consumed, one calcium carbonate can
potentially precipitate (Baumgartner et al
2006). The results demonstrated that SRB were
found in all sediments cores from Surui
Mangrove because they utilize energy field
based electron acceptors: first oxygen, then
nitrate/nitrite and finally sulfur compounds
(e.g., sulfate, sulfite, thiosulfate and elemental
sulfur) (Krekeler & Cypionka 1995). An
association of SRB and denitrification
microorganisms could also explain our results.
When SRB reduce nitrate/nitrite and produce
ammonia nitrogen, denitrifying bacteria can
carry out anaerobic oxidation, with generation
of dinitrogen gas (Shivaraman & Shivaraman
2003).
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TABLE 2: Bacterial carbon, heterotro

phic bacteria, metabolism bacterial activity and esterase activit

y in core samples.

Core | Samples (cm) (ugg/?:m3) A F MBSN SR EST (ug fluorescein/h/g) ETSA (ug O./h/g)

0-3 0.56 \4 P P P 1.24 0.16

5-10 0.46 \4 P P P 1.21 0.18

T1 10-15 1.06 \4 P P P 0.55 0.31
15-20 1.64 \% P P P 0.56 0.05

20-25 0.61 \% P P P 0.38 0.05

25-30 1.73 A P P P 0.49 0.04

0-3 1.11 P P P P 1.03 0.00

5-10 0.42 \4 \4 P \4 0.28 0.00

T™ 10-15 1.04 P P P \4 0.15 0.06
15-20 1.59 \4 P P P 0.04 0.17

20-25 0.40 A P P P 0.34 0.50

25-30 0.73 A P P P 0.26 0.22

0-3 0.94 \4 \4 P P 0.26 0.13

5-10 1.34 \4 P P \4 0.41 0.59

T3 10-15 0.98 N P P P 0.39 0.19
15-20 0.51 N P P P 0.33 0.46

20-25 1.01 A P P P 0.42 0.18

25-30 0.84 \% \% P P 0.57 0.24

0-3 1.08 P P P P 0.73 0.48

5-10 0.79 P P P P 0.63 0.45

T4 10-15 0.50 P P P P 0.53 0.57
15-20 0.87 Vv P P P 0.51 0.48

20-25 1.04 P P \% P 0.47 0.20

25-30 0.35 \% P A P 0.27 0.24

BC - bacterial carbon; MBA — metabolism bacterial activity; EST — esterase enzymes; A — aerobic; F — facultative anaerobic bacteria; DN —
denitrification; SR — sulfate reduction; P — positive; V — variable; ND — not detected.
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The analyses of parameters utilizing Ward’s
Method and Manhattan Distance showed three
groups. The first group was formed by silt and
clay. The second was formed by BC, EST and

the sources of available carbon in the
sediments, such as PTN, CHO and LIP. The last
group was formed by sand, ETSA and OM
(Figure 4).
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Figure 4 — Grouping of parameters using Ward’s method and Manhattan distance.

Correlation analyses using parameters showed
two positive correlations. The first was between
clay and silt, and may have been caused by the
mineralogical composition, which has definite
effects on the clay fraction, with consequences
to the silt fraction. The second was between
CHO and LIP. This correlation does not mean
that the presence of one necessarily causes the
presence of the other. To state that, specific
experiments would have to be conducted. There
is thus the possibility of connective processes,

which might act in a wide, complex system.
The negative correlations between sand, silt and
clay demonstrated differences in mineralogical
composition, which influence the presence of
fractions. These differences are the result of the
greater presence of the sand fraction, due to the
occurrence  of  chernies. The negative
correlation between biopolymers demonstrates
the quality of organic matter composition
(Table 3).

Table 3 — Correlations for all parameters.

Correlations
Marked correlations are significant at p <.05000
N=23 (Casewise deletion of missing data)
OM LIP | PIN | CHO | ETSA | EST BC SAND | CLAY SILT
OM 1,00
LIP -0,44 | 1,00
PTN 024 | -0,35 | 1,00
CHO -0,70 | 0,63 | -0,15 | 1,00
ETSA 029 | -0,10 | -0,26 | -0,23 | 1,00
EST -0,14 | 0,31 | 0,09 | 0,20 | 0,05 1,00
BC 0,18 | 0,02 | -0,13 | 0,00 | -0,14 | -0,30 | 1,00
SAND 0,39 | 0,00 | -0,14 | -0,36 | 0,36 | 0,08 | 0,16 1,00
CLAY | -0,59 | 0,28 | -0,26 | 0,41 | -0,24 | -0,07 | -0,25 -0,81 1,00
SILT -0,31 | -0,07 | 023 | 0,32 | -0,36 | -0,07 | -0,13 -0,99 0,70 1,00
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CONCLUSION

Organic matter in high concentrations,
characterizing an anoxic environment,
indicates a greater presence of viable
anaerobic bacteria through the cores,
observed by the high concentrations of
bacterial carbon. In this way, diagenesis
of organic matter occurs through the
cores where an expressive biomass of
anaerobic Dbacteria exists, and the
esterase enzymes, rather than investing
in highly complex organic compounds,
prefer biopolymers, which are present in
high concentrations and are less
complex.

Tide inflow due to the flat topography
(Fontana et al. 2009) favors a greater
distribution of organic compounds over
the mangrove, thus facilitating
incorporation into superficial sediments
and the establishment of aerobic bacteria
which partly contribute to the diagenesis
of carbon, nitrogen and the nutrients that
result in products that maintain
facultative anaerobic, denitrifying and
sulfate-reducing bacteria.

The location of core 1 at the back of
Surui Mangrove is a possible tide site for
deposition of  particulate  matter,
stabilized by the tides and the
surrounding rivers, on the superficial
layers. Core 2 is possibly localized in a
more washed-over region and thus has
less deposition of particulate matter.
Core 3, in contrast, while close to the
mangrove center, is reached by tide
inflow and outflow and is thus washed
on the superficial layers, but it is still
possible to find high biopolymer
concentration in the deeper layers. Core
4, although located in the area with
greater inflow of Guanabara Bay waters,
and although with high washing and
mixing of sedimentary layers, was
almost equally impacted, demonstrating
a possible continuous impact of the area.

Surui Mangrove shows indications of
low-quality organic substances in the
superficial and subsuperficial sediments,
which hamper development of bacterial
communities present throughout the
sediment that are responsible for the
transformations in the biogeochemical
cycle.

Diagenesis of organic matter occurs
along the four cores, where the
anaerobic bacterial communities, with
expressive biomass, govern the process
through the activity of the esterase
enzyme, with degradation of
biopolymers.

Biopolymer concentrations were similar
to the results found in the studies done in
the northern hemisphere and in
Guanabara Bay. However, biopolymeric
carbon concentrations were 1000 times
smaller, indicating the need for the
establishment of new indices indicating
the trophic levels present in tropical
coastal systems.
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Resumo ‘

Quatro testemunhos foram coletados no Manguezal de Surui, Baia de Guanabara. Os

N3ao submetido

testemunhos com 30 cm foram fatiados em camadas de 0-3; 5-10; 10-15; 15-20; 20-25 e
25-30 cm, Foi analisado a presenca de HPAs nas diversas camadas sedimentares. As
concentracdes de YHPAs variaram de 4.4 — 1387.0 pg.g”', indicando uma contaminacdo
localizada e confinada a pequenas dreas dentro do mesmo ambiente. O enxofre total e o
carbono organico total variam de 0.01% a 2.6% e 0.8 a 7.8 %, respectivamente
demonstrando discreto aumento com a profundidade, o que indica a migragao de material
organico e para as camadas inferiores. Os perfis de profundidade demonstram que tanto a

superficie quanto as camadas de fundo possuem altas concentracdes de HPA de alto peso
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molecular, e que o testemunho retirado na regidio mais préxima ao fundo do mangue
apresentou maiores concentragdes de HPAs de baixo peso molecular.

Palavra-Chave: Carbono organico total, enxofre, mangrove, HPAs and TTEF.

Abstract

Four cores had been collected in the Surui Mangrove, Guanabara Bay. The cores with 30
cm had been sliced in layers of 0-3; 5-10; 10-15; 15-20; 20-25 and 25-30 cm, was
analyzed the presence of PAHs in the several sedimentary layers. The concentrations of
YPAHs had varied of 4.4 — 1387.0 ug.g”, indicating a contamination located and
confined the small areas inside of the same surrounding. Total sulphur and the total
organic carbon vary from 0.01% to 2.6% and 0.8 to 7.8%, respectively demonstrating
discrete increase with the depth, what it indicates provavely the migration of organic
matter for the inferior layers. The depth profiles demonstrate that as much the surface
how much the layers of deep possess high concentrations of PAH of high molecular
weight, and that core removed in the region next to the deep one to the fen presented
greaters concentrations of PAHs of low molecular weight.

KeyWords: Total organic carbon, sulphur, mangrove, PAHs and TTEF.

1) INTRODUCTION

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) are environmental contaminants of concern
since many of them and many PAH mixtures exhibit mutagenic and/or pro-carcinogenic
properties to humans and animals (Pereira Netto et al. 2000). The relative stability and
persistence of PAHs in the environment makes their evaluation a task of interest in
environmental studies.

Anthropogenic inputs from fuel combustion, pyrolytic processes, waste incinerators,
domestic heaters and spillage of petroleum products have resulted in a significant
accumulation of PAHs in the environment (Freeman and Cattell 1990). Oil spills can
have a number of deleterious effects on the various coastal environments, but mangrove
forests have been assigned the highest sensitivity ranking when compared with other

coastal environments (Getter et al. 1985). Because of their low solubility and high
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hydrophobicity, PAHs entering the marine environment preferentially adsorb onto
particulates and finally accumulate in bottom sediments.

Mangrove ecosystems commonly found in the inter-tidal zone of tropical and subtropical
regions are often under pollution stress representing sinks or receivers of various man-
made pollutants (Tam and Wong 1999; Zheng et al. 2000). In addition to contaminated
tidal water, inputs from rivers or streams, storm-water run-off, sewage discharges and
atmospheric deposition are possible sources of PAHs. Like other coastal environments,
mangrove ecosystems are exposed to PAH contamination from accidental or chronic oil
spills (Getter et al. 1984). The intrinsic characteristics of mangrove environments,
including the relatively high organic matter and sulfide contents in their sediments, the
anoxic conditions 1-3 cm below the surface sediment layer, the low energy nature of the
environment, and the reduced current flow allow the deposition and accumulation of
contaminants in mangrove sediments. Elevated concentrations of many contaminants,
including heavy metals, PCBs and PAHs, have been described in mangrove sediments
where they persisted for a long time (Tam and Wong 1999, 2000; Ke et al. 2002; Zheng
et al. 2002).

Surui River mangrove is located in Magé Municipality, Rio de Janeiro State, Brazil. In
January 17", 2000 it was affected with several other ecosystems of this part of Guanabara
Bay, RJ-Brazil by a spill of 1.300 m3 of oil. This spill was caused by pipe breakage. By
that time, it was estimated that 25% (325 m3) of the oil were volatilized, 40% (520 m3)
were recovered and 35% (455 m3) were retained in mangroves and rock coastal (Mitchell
2000). Farias et al. (2008) showed that 4 years after the spill there were evidences of oil
contamination in the deepest layers of sediments of Surui mangrove. Besides this
mangrove is daily affected by domestic sewage carried by Guanabara Bay waters
(Carreira et al. 2001, 2004; Carreira & Wagener 2001; Soares et al. 2003).

The main objective of this work was the characterization and quantification of 16 selected
PAHs in four sediment cores collected along a channel tide of Surui Mangrove in order to

evaluate the present PAH levels and sediment contamination.

STUDY AREA DESCRIPTION
2) MATERIALS AND METHODS
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The Surui River mangrove is located in Magé Municipality (7.489.800 S, 694.280 W),
Rio de Janeiro State, Brazil with an area of approximately 80.000 — 100.000 m?. Since it
is located north to the Guapimirim Environmental Protection Area (APA) it shares
features with this APA (Fig. 1). Surui Mangrove is bound by Morro da Solina to the west
and by the RJ-116 highway to the north. Its importance increases by the presence of the
Surui River and the Surui-Mirim Channel, both acting in some parts as boundaries to
Guapimirim APA and by the fact that they flow into Guanabara Bay (Soares et al. 2006)
(Figure 1).

Like most rivers in the region, Surui River is constantly flooded and has predominantly
flat topography, close to the sea level, which leads to the development of mangroves and
the presence of chernies at the edges and fringes (Fontana et al. submitted).

Water flow through the mangrove is reduced by mangrove plants, characterizing complex
current patterns, including jets, eddies and stagnant zones. The flow of suspended
sediment shows that most of it returns and settles in the mangrove itself, being not re-
exported (Furukawa et al. 1997).

The most predominant plant species in Surui Mangrove and along most of the Surui
River’s 3,600 m (from Surui to the mouth) is the white mangrove (Laguncularia
racemosa). There are also, interspersed, a few clusters of black mangrove (Avicennia
schaueriana); close to the Surui River mouth some clusters of red mangrove (Rhizophora
mangle) can be found. The mangrove is under strong anthropic pressure, since due to the
tidal regime it is possible to find, all around it, garbage that invades it by the fringe. The
predatory practice of crab catching with raffia traps next to their burrows, the
indiscriminate tree logging, landfill, draining and deforesting alter hydrological
conditions and consequently, mangrove functioning, thus hampering management and
conservation and constituting a great impact over the Guapimirim APA mangroves

(Soares et al. 2006).
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Figure 1 — Maps showing the localization of Rio de Janeiro State in Brazil, the
localization of Surui Mangrove in Rio de Janeiro State and the localization of sampling

points.

2.1. Sample Collection

Sediment cores of 30 cm long were collected a transect along the mangrove (Fig. 2). The
cores were collected by partially introducing aluminum tubes (100 mm i.d and 2 m long)
in the sediment. The tubes were capped before being pulled from the sediment. The cores

were taken out of the tube by pulling them out off the tube by a concentric metallic
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extruder. The sediment core was cut with a stainless tool previously decontaminated.
Samples corresponding to the depths of 0-3 cm, 5-10 cm, 10-15 cm, 15-20 cm, 20-25 cm
e 25-30 cm were collected They were transferred to cleaned amber glass flasks that were
completely filled with the samples. Samples were taken to the laboratory under

refrigeration a 4°C and kept in freezer until extraction.

=
.l
‘m
W 11dns

... U bt ot Y
Z surui Mangi‘ove @
2 - o
S\ 2 U
' GUANABARA BAY o i0om
. i Ml‘n;«l\\ S04, {50 ‘ Mangrove

Figure 2 — Transect showing the sampling points localization in Surui Mangrove.

2.3. Determination of total organic carbon and total sulphur

The determination of total organic carbon and total sulphur were performed in the
samples of humid sediments, that had been weighed and with extractives treatments of
dichloromethane in ultrasson, were removed the fraction of the extraction of
dichloromethane of the samples. The sample was dries to evaporate the residue of the

solvent (dichloromethane). The reading was made in third copy in device SC 144 of the

LECO.
2.4. Chemicals and reagents
A standard solution containing the 16 priority EPA PAHs (0.2 mg/mL - AccuStandard,

CT, USA) and solid PAHs from Sigma (MO, USA), Aldrich Chemical Co. (WI, USA) or
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AccuStandard, (CT, USA) were used. Dichloromethane and acetonitrile (HPLC grade,
Tedia, RJ, Brazil) were employed. Ultra-pure water was prepared in a Millipore

Simplicity System (MA, USA).

2.5 Sample Processing and PAH extraction

Sediment core samples were homogenized and air dried as previously described for soil
samples (Pereira Netto et al. 2004a). Independent triplicates of 3g of each sample were
precisely weighed and submitted to ultrasonic extraction as previously described for soil
samples (Pereira Netto ef al. 2004a) and street dust (Pereira Netto et al. 2004b, 2006).
Briefly, samples were extracted with dichloromethane (5 steps of 5 mL; 20 min) in
aluminum foil covered amber bechers. Combined extracts were concentrated up to 2 mL
in rotary evaporator in temperatures below 40°C. Solvent exchange to acetonitrile was
performed by adding 4 mL of this solvent to the flask followed by evaporation up to 1
mL. The final volume of acetonitrile was gravimetrically adjusted to 2 mL. Concentrated
extracts were filtered through membrane filters (Millipore, 25 mm; 0.25 mm), transferred

to 2 mL vials and kept in freezer until analysis.

2.6. PAH determination

Qualitative and quantitative analysis of PAHs were performed by high-performance
liquid chromatography with fluorescence detection (HPLC-FLUO). PAH detection was
carried out by programmed excitation and emission wavelengths. Four different emission
wavelengths were used to evaluate possible matrix interferences. Quantitative analysis
was performed in the excitation and emission maxima.

The HPLC consisted of a quaternary pump, an automated injector, a column oven and a
fluorescence detector (all Agilent 1100 Series, USA). Separation was performed in a
reverse phase column (Vydac 201TP54, 250 x 4.6 mm; 5 wm) with a guard column of the
same characteristics (10 mm) and using a binary elution gradient consisting of
acetonitrile (A) and water (B). The gradient was as follows: 50 % of A held for 10 min,
increased linearly to 85 % of A during 10 min, held for 5 min, increased linearly to 95 %
A during 3.5 min, held for 5 min and decreased to 50 % of A during 1.5 min to allow for

equilibration before the subsequent injection (Brum and Pereira Netto 2009). It was
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possible to complete a chromatographic run in around 30 min with good resolution of
benzo[e]pyrene and the 16 EPA-PAHs. Acenaphthylene that cannot be detected by
fluorescence due to its low fluorescence intensity was not evaluated in the samples. PAHs
were identified by comparison of retention times with that of true standards.

Calibration curves were evaluated between 2.00 and 100 pg/L with standard solutions
containing all studied PAHs. Calibration curves were derived by least-squares regression.
Equations of the calibration curves were also used to estimate the limit of detection
(LOD) and the limit of quantification (LOQ) of each PAH. LODs and LOQs were
obtained by dividing respectively three and ten times the signal to noise ratios by the
angular coefficients of the calibration curves. Signal to noise ratios were estimated by the
standard deviations of peak areas obtained after 10 subsequent injections of the 2.00 pg/L
standard. LODs and LOQs were expressed in terms of sample volume by dividing the
obtained values by the ratio of the analyzed sample (3 g) and the final volume of the
concentrated extract (2.00 mL) (Table 1).

PAH quantification was conducted by the external calibration method considering the
regression line equations of each PAH. Concentrations were expressed in a dry weight
basis and values below individual PAH LOQs were assigned as not quantified (NQ).
PAH recoveries were evaluated by analysis of SRM 1941b (NIST, USA). Recoveries

varied between 83.9 and 105% except for fluoranthene that showed a recovery of 130%.

3) RESULTS AND DISCUSSION

TOC that varied between 0.8 and 7.8 % showing a discrete increase with depth indicating
a transportation of organic matter and even oil from the leakage that occurred in 2002.
TOC showed a poor not-significant correlation with > PAHs (0.40), > CARC (0.33) and
TTEF (0.19) indicating that besides PAHs (and possibly residual oil) there are other
sources of carbon to the studied area (Fontana et al. submitted).

The high concentrations of rich organic material in lipids (high hydrogen rate) result of
the microbiological degradation mainly of the fitoplanctonic organic substance, in a
desoxic-anoxic environment with high tax of preservation (7% TOC), indicate one high
tax of preservation and low rate of free oxygen in the environment (Mendonga-Filho et al

2003)
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As indicative of the condition of oxi-reduction of the compartment of deep, generally
relation C/S is used. Its calculation is based on the quantitative analysis of organic carbon
associated to the total sulphur data (Career 2000; Barcellos 2000).

Sulphur presented variations in all the cores, being the highest percentages determined in
the inferior layers. The determined sulphur rate in the samples of sediments had oscillated
between 0.01% (Core 2 in 10-15 cm) and 2.6% (Core 4 in 25-30 cm) (It appears), with
1.1 £ 0.7% average of for all certifications (Figure 5).

The sulphur cycle in ecosystems directly is related the cycles of other main elements, as
carbon, the oxygen, calcium and mainly regulates the behavior chemical of heavy metals.
This element in the form of sulphide is predominant in the botton of marine
environmental (Mahiques 1988). The joined sulphur concentrations in the showed
compartments confirm the reducing regimen in the sediments. The mangroves
accumulate much sediment for finding in deposition area where the waters lose the
transport capacity and accumulate fine particles. These anoxics sediments must high level
of consumption of oxygen during the decomposition of the organic matter for the
bacterial activity that starts to use sulphate, whose reduction can be raising the
concentration of sulphide. The variation determined in each core can be on the factors as
the bioturbation and for the migration of the entrances of waters of the rivers and the

Guanabara Bay.
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Figure 5 — Concentration for S and TOC in cores collected.

The deepest sediment layers of cores 3 and 4 showed the largest concentration of TOC
suggesting some migration of oil and organic matter along the core together with wash of
the superficial sediments. This fact would be also related with the predominance of
coarse sediments in the mangrove (Fontana et al. submitted) and also to the bioturbation.
The large permeability of the sediments can also allow some horizontal migration of
water and organic matter (Fontana et al. submitted).

Analytical curves derived by least-square regression method showed excellent correlation
coefficients showing the good relationship between fluorescence intensity and
concentrations in the studied range. In order to express LOD and LOQ in pg/kg, the
extracted sediment mass (~3g) and final volume of dilution were considered (2 mL).
Adequate LOD, LOQ and correlation coefficients were obtained for all PAHs in the
studied range (Table 1).

Table 1 - Detection limits (ug.g-1) and quantification limits (ug.g-1) of the studied PAHs
in the analytical methodology.
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PAHs Detection Limits Quantification
(ng/gh™  Limits (ug/g”)*"

Naphthalene 0.5 1.6
Acenaphthene 0.2 0.8
Fluorene 0.8 1.6
Phenanthrene 1.3 4.2
Anthracene 0.2 0.6
Fluoranthene 0.4 1.4
Pyrene 0.3 0.8
Benz[a]anthracene 1.3 4.2
Chrysene 0.4 1.3
Benzo[e]pyrene 0.3 1.0
Benzo[b]fluoranthene 1.9 6.2
Benzo[k]fluoranthene 0.3 0.9
Benzo[a]pyrene 0.5 1.8
Dibenz[a,h]anthracene 1.2 4.0
Benzo[g,h,i]perilene 0.2 0.8
Indenel[1,2,3-c,d]pyrene 1.1 3.8

*See text for details for the calculation of Detection Limit and Quantification Limit b
Considering the extraction of 3 g of sediment with a final concentration up to 2 mL.

Individual PAH levels varied widely between NQ and 706 pg.g”. Naphtalene, chrysene,
benzo[b]fluoranthene and benzo[k]fluoranthene predominated in all samples. Some
PAHs such as acenaphthene, benzo[e]pyrene, dibenz[ah]anthracene and indene[1,2,3-cd]
were not detected in any sample. Table 2 shows the ranges of the studied PAHs according
to sediment depths.

The concentrations of fluoranthrene, pyrene, benz[a]anthracene and benzo[a]pyrene were
below their LOQs in core 2. Benzo[k]fluoranthrene accounted for 53% of total PAH
concentration (XPAHs) in core 1, while naphtalene and benzo[a]pyrene contributed with
around 20% of XPAHs in this core. Naphtalene accounted for 46% of total PAH
concentration (XPAHSs) in core 2, while chrysene and benzo[k]fluoranthrene accounted
with 18% average. In the core 3 and 4 fluoranthene represented 47% and 34% of XPAHs
respectively, while benzo[a]anthracene and benzo[a]pyrene contributed with an average

of 21% of XPAHs (Table 2).
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Table 2: Ranges of PAH concentrations (ug. g'l) found in the different sampling depths.

PAHs 0-3 5-10 10-15 15-20 20-25 25-30
Naphthalene NQ-330.4 NQ-115.8 4.0-81.5 NQ-24.5 NQ-94.96 NQ-36.59
Acenaphthene NQ NQ NQ NQ NQ-6.4 NQ
Fluorene NQ NQ-1.7 NQ-1.7 NQ NQ-1.8 NQ
Phenanthrene NQ NQ NQ NQ NQ NQ
Anthracene NQ NQ-1.4 NQ NQ NQ-1.6 NQ-2.7
Fluoranthene NQ NQ-14.1 NQ-28.3 NQ-21.7 NQ-48.4 NQ-306.2
Pyrene NQ-49.7 NQ-5.3 NQ-9.5 NQ-6.0 NQ-19.4 NQ-28.8
Benz[a]anthracene NQ-45.5 NQ-6.3 NQ-14.1 NQ NQ-146.1 NQ-8.1
Chrysene NQ-14.9 NQ-7.4 NQ-12.0 NQ-10.8 NQ-6.7 NQ-5.6
Benzo[e]pyrene NQ NQ NQ NQ NQ NQ
Benzo[b]fluoranthene NQ-34.8 NQ-11.2 NQ-16.5 NQ-22.9 6.2-16.5 NQ-22.8
Benzo[k]fluoranthene NQ-446.4 3.2-329.8 NQ-298.2 NQ-706.3 NQ-27.3 NQ-25.3
Benzo[a]pyrene NQ-466.1 NQ-37.3 NQ-34.0 NQ-37.6 NQ-29.2 NQ-19.2
Dibenz[a]anthracene NQ NQ NQ NQ NQ NQ
Benzo[ghi]perylene NQ-2.6 NQ-2.6 NQ-2.6 NQ-2.6 NQ-2.6 NQ-2.6
INQene[1,2,3-
cd]pyrene NQ NQ NQ NQ NQ NQ

See text for details for the calculation of Limit of Detections and Limits of Quantification

Naphthalene showed large concentrations in the superficial sediment of core 1 (330 pg.g"
") and in many other layers of this core. Two facts may account for these levels of
naphthalene. The accumulation of this PAH due to less drainage of this area and an input
of terrestrial origin of anthropic origin or of biological origin as previously shown in
tropical areas for naphthalene, phenanthrene and perylene (Wilcke et al. 2003, 2005).
Total PAH concentrations (SPAHs) in the cores varied between 4.3 to 1387 pg.g”
(Figure 3). Samples of core 1 showed the largest SPAHs (131.8 to 1387 pg.g”) mainly in
the superficial layers followed by those of core 3 (14.7 to 384.6 ug.g'l). Core 4 samples
(33.3 to 75.5 pug.g™") and core 2 samples (4.3 to 28.4 ug.g™') showed the lowest ZPAHs.
All cores showed different profiles of XPAHs along depth.

>PAHs also varied vertically in the cores and along the studied transect. The top layer of
core 1 showed the largest SPAHs (1387 pg.g™) (Figure 3). Since this is the most distant
sampling point of Guanabara Bay, this fact may be attributed to a low sediment wash and
drainage of this layer when compared with the bottom layer of core 4 that showed the
lowest XPAHs. This insufficient wash would lead to PAH accumulation that is also
favored by the plane topography of Surui Mangrove that allows the occurrence of areas

of deposition in the most distant parts of the sea.
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Figure 3 — Concentration for ) HPAs in cores collected.

Total carcinogenic PAH levels () CARC), here considered as the sum of those classified
by IARC as carcinogenic to humans (1), as probable human carcinogens (2A) and as
possible human carcinogens (2B) (namely benzo[a]pyrene, benz[a]anthracene,
dibenzo[a,h]anthracene, naphthalene, benzo[b]fluoranthene, benzo[k]fluoranthene and
indene[1,2,3-c,d]pyrene) (IARC 2006) contributed with 12 to 100 % of Y PAHs, with a
mean value of 70 % (Figure 4). Core 1 showed the largest percentages of carcinogenic
PAHs.

Toxic equivalent factors (TEF) that compare the individual carcinogenic potency of
individual PAHs with that of benzo[a]pyrene (IPCS 1998; Nisbet and LaGoy 1992) were
also used for sample comparison. Individual PAH concentrations were multiplied by their

TEF and the results were summed leading to total toxic equivalent factors (TTEF) of
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sample (Table 2). This approach was successfully applied in the study of PAHs
associated with, for example, TSP (total suspended particulate) (Castellano et al. 2003)
and tree bark (Pereira Netto et al. 2007). TTEF values ranged between 0.2 and 519.3 pug
of benzo[a]pyrene equivalent/g of sample. The largest values of TTEF were found in core
I in a similar way of > PAHs and } CARC. Y PAHs was significantly correlated with
> CARC (0.98) and with TTEF (0.91). These parameters were also significantly
correlated (0.92).
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Figure 4 — Concentration for TTEF and ) HPAs-Carc in cores collected.

4) CONCLUSIONS
The data from Surui mangrove shows evidences of PAH contamination even in
superficial and sub-superficial sediments. Core 1 that is the most distant from seashore

showed the largest values of total PAHs, carcinogenic PAHs and TTEF. The superficial
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sediment of this core was shown to be the most contaminated, one of possibility to this is
due to organic matter accumulation and less runoff. The other cores showed lower
concentrations of PAHs. Core 4 showed an almost constant total concentration of PAHs
due possibly to sediment mixing since it is near seashore.

Core 1 that is located in bottom of Surui Mangrove is possibly an area of backwater
where an important deposition of suspended solids in the superficial sediment layers can
occur, carried by the tide and rivers. Core 2 is located in a intermediate area where a large
sediment wash occurs leading to less sediment deposition. Core 3 is located near the
mangrove edge is affected by way in any way out of tide thus leading to superficial layers
wash but with an important contamination of the deepest sediments. Core 4 is strongly
affected by the water entrance from Guanabara Bay and although the sediments are
frequently washed the mixing of sediment layers can lead to a similar and continuous
contamination impact in these layers.

The organic matter in largest concentrations, characterizing the anoxic environmental, it
favors the attachment of organic substances, and the way in tide owing to plane
topographic (Fontana et al. submitted) caused benefit in the distribution of the organic
composites for mangrove, thus facilitating the incorporation in the superficial sediments.
With respect to environmental assessment, the contamination by PAHs may represent a
risk to local fauna and even to human beings since in many samples important
percentages of carcinogenic PAHs were found in the studied sediments. The relatively
high content of organic matter and its high quality (Fontana et al. submitted) may lead to
not favorable conditions of remediation or bioremediation of the studied area.

Our data are not conclusive in the role of the oil leakage to the evaluation of PAH levels
in that area since part of them may have other sources than that oil. Moreover we did not

investigate other markers such as cyclic hydrocarbons or alkylated PAHs.
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8. CONCLUSAO

A topografia do Manguezal de Surui favorece a entrada das dguas da baia, as
quais rompem as chernies € espalham as fracoes de areia por todo o mangue,
tendo as areas centrais e atrds do mangue como areas deposicionais.

O tamanho dos grdaos € um fator importante na atenuacdo natural dos
hidrocarbonetos. Entretanto, o alto conteddo matéria organica, mesmo em
amostras com distribuicio homogénea de areia/silte/argila facilitam a
manutencao de compostos aromdticos em conjunto com os biopolimeros tais
como carboidratos e proteinas.

Manguezais sdo importantes na manuten¢do da linha de costa e bergarios de
varias espécies sendo altamente vulneraveis ao impacto por 6leo. Compostos
aromaticos no Manguezal de Surui n3o sdo levados pela maré, o que
facilitaria a atenuagdo natural, mas o alto teor de matéria orgénica, junto a
topografia plana e a disposi¢do da vegetacdo favorecem o seqiiestro destas
substancias.

Comparados a padroes globais a distribuicdo dos hidrocarbonetos de
petréleo no Manguezal de Surui podem ser classificadas como moderadas a
alta, constituindo uma drea altamente impactada por incidentes continuos e

por descargas industriais e tranportes na Baia de Guanabara.
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O ambiente anéxico caracterizado pelas altas concentracdes de matéria
organica indicam uma maior presenca de bactérias anaerdbicas vidveis
distribuidas verticalmente e horizontalmente pelos sedimentos, confirmados
pelas altas concentracoes do carbono bacteriano. Neste caminho, a diagénese
da matéria organica ocorre através dos sedimentos onde uma expressiva
biomassa bacteriana anaerdbica habita, € as ezimas esterases investem em
compostos organicos altamente complexos, preferindo os biopolimeros, os
quais se apresentaram em altas concentragdes € sio menos complexos que os
hidrocarbonetos de petrdleo.

O fluxo de maré devido a topografia plana favorece uma maior distribui¢ao
de compostos organicos sobre o manguezal, facilitando assim a incorporagao
nos sedimentos superficiais e estabilizando as bactérias aerdbicas as quais
contribuem na diagenése do carbono, nitrogénio e nutrientes transformando
em produtos que mantém bactérias anaerobicas facultativas, desnitrificantes
e sulfato-redutoras.

Os testemunhos demonstram que o Manguezal de Surui possui uma regidao
de deposi¢ao ao fundo do mangue do material particulado estabilizado pela
calmaria da maré pela topografia plana e raizes das plantas.

Dois locais de lavagem dos sedimentos sdo dispostos proximos € ao centro

do mangue onde se obt€ém uma menor deposi¢cao do material particulado. Na
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area mais ao centro € possivel determinar altas concentracdes de
biopolimeros.

Na area a frente do manguezal onde ha maior fluxo de maré e assim onde se
tem uma maior retrabalhamento dos sedimentos, foi determinado sedimentos
impactados igualmente, o que confirma um possivel impacto continuo do
manguezal.

O Manguezal de Surui demonstra altas concentracdes de biopolimeros de
facil degradacgdo, os quais se tornam um empecilho ao desenvolvimento das
comunidades bacterianas presentes, que sdo responsdaveis pelas
transformagdes nos ciclos biogeoquimicos e degradacdo dos compostos
aromaticos.

A diag€nese da matéria orginica ocorre ao longo dos testemunhos onde as
comunidades bacterianas governam os processos através da atividade das
enzimas esterases, com a degradacdo dos biopolimeros.

As concentragdes dos biopolimeros sdo similares aos encontrados no
Hemisfério Norte e Baia de Guanabara. Entretanto as concentracoes do
carbono biopolimérico foram 1000 vezes menores, indicando a necessidade
de se estabelecer novos indices recomendando niveis troficos presentes em

sistemas costeiros tropicais.
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