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1 INTRODUGAO

Este relatério foi elaborado em funcdo de uma demanda do GESTOR
da Reserva Biologica Unido (REBIO Unido), com vistas a atender as
recomendagdes do Plano de Manejo da Unidade de Conservagao, no
subprograma de remediacdo ambiental, cujo objetivo seria “identificar as areas
contaminadas por creosoto e remediar o passivo ambiental da RFFSA”
(MMA/ICMBIo, 2008a, pag.45).

A demanda foi encaminhada ao Programa de Pds-graduagdo em
Engenharia Ambiental do Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologia
Fluminense (PPEA-IFF), por intermédio do gestor da Unidade de Conservagéo
(UC). Além do gestor e do Conselho da REBIO, preocupados com passivo
ambiental associado a contaminacédo da UC por “creosoto” o Ministério Publico
Federal instaurou  procedimento  administrativo  (Processo  SOTC
n°.1.30.005.000006/2001-31) e solicitou informag¢des ao Comité de Bacias da
Regiao Hidrografica VIl do estado do Rio de Janeiro (CBH Macaé), no sentido
de verificar a existéncia de riscos de contaminagdo com residuos oriundos de
compostos aromaticos no Cérrego Purgatdrio, tributario do rio Macaé, que é o
principal manancial de abastecimento publico da Regido Hidrografica VIII do
Estado do Rio de Janeiro (RH-VIII) (SEA/INEA, 2014).

A REBIO Unido, UC Federal de Protegao Integral (BRASIL, 2000) foi
criada em 1998 (BRASIL, 1998), em area rural de cerca de 3.126 ha (Fazenda
Unido), anteriormente pertencente a Rede Ferroviaria Federal. Esta localizada

“Oleo derivado da destilagiio do coque amplamente utilizado na preservacio da madeira e

formado por uma mistura de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPs) e monociclicos W%

liquidos e sélidos (85 %), compostos fendlicos (10 %) e compostos S-, N- e O- heterociclicos |
%) (DE PAULA et. al., 2007).
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na Regido das Baixadas Litordneas do Estado do Rio de Janeiro, conforme
mapa de localizagdo apresentado na Figura 1 (MMA/ICMBIO, 2008b). Seu
territério foi ampliado para cerca de 7.767 ha (Figura 2), em 5 de junho de
2017, por Decreto Presidencial.

Figura 1. Regido da REBIO Uni&o, zona de amortecimento e limites municipais
(FONTE: MMA/ICMBio, 2008b).

Rio das Ostras

Figura 2. Territério da REBIO Unido apds ampliagdo (FONTE: ICMBio, 2017).

Além da conservagao da biodiversidade e dos objetivos especificos da
UC, definidos em seu Decreto de criagdo, destacam-se os de protecado e
conservagao dos “rios Purgatério, Dourado e Iriri, importantes contribuintes das
bacias hidrograficas dos rios Macaé, Sado Jodo e Rio das Ostras,
respectivamente.”, explicitados em seu Plano de Manejo (MMA/ICMBIO,
2008b). O documento também aponta a necessidade de priorizar a realizagao
de um estudo detalhado da contaminagao por creosoto no interior da REBIO, e
implementadas medidas imediatas de remediacdo ambiental na UC
(MMA/ICMBIO, 2008a, pag.44). A execugao deste subprograma, o qual integra
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o programa de recuperagcdo de areas degradadas da UC pressupde a
identificacdo, o mapeamento e a avaliacdo da extensdo do dano ambiental
associado ao passivo da RFFSA, “tanto das areas de dentro da REBIO como
no entorno, de forma a desenvolver projetos especificos de recuperagdo das
areas degradadas...”, nas quais a contaminacdo do solo, das aguas
subterraneas e superficiais com o residuo organico bioacumulativo e de alta
toxicidade foi comprovada (CAPUTO, 2006; FERREIRA et al, 2014).

Nesse sentido, a biorremediagdo é uma importante técnica dependente

de processos biologicos utilizada para a redugéo de residuos (RUSSEL et al.,
2011), que devido a vasta diversidade metabdlica do mundo microbiano é
possivel retirar ou minimizar uma variedade de poluentes de ambientes
contaminados tanto por hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA) quanto
por metais pesados (GAYLARDE et al., 2005; JACQUES et al., 2007;
ANDRADE et al., 2010 ).
Nesse contexto fungos endofiticos melanizados, Dark Septater Endophyte
(DSEs) sao relatados em raizes de vegetais em areas contaminadas por
metais pesados, estabilizando esse contaminante (MANDYAM; JUMPPONEN,
2005) e fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) sao capazes de minimizar
concentragcbes de HPA em solos contaminados (ANDRADE et al., 2016;
ANDREW et al., 2012; BARROW, 2013). Esses fungos possuem potencial para
a remediacao de ambientes contaminados com metais pesados e HPAs.

Tendo em vista o exposto, objetiva-se com o presente relatorio
consolidar os resultados de dois projetos de pesquisa de Mestrado do PPEA,
0s quais investigaram detalhadamente n&o s6 as caracteristicas e o nivel da
contaminagao do solo com compostos aromaticos associados a persisténcia do
creosoto no interior a REBIO Unido, como também a ocorréncia ou nido de
contaminagdo cruzada solo-agua (VIANNA, 2017) e a possibilidade da
utilizagdo de associagdes simbidticas entre espécies vegetais que se
estabeleceram na area contaminada e fungos micorrizicos arbusculares (FMA)
do tipo endofiticos septados escuros (DSEF) ou Dark Septate Endophytes
(TEIXEIRA, 2017).

2 METODOLOGIA

2.1 Avaliagao da persisténcia da contaminagao

Foram realizadas 4 campanhas na area de estudo, entre setembro de 2016 e
maio de 2017. Em cada uma delas, foram coletadas trés amostras de solo,
numa profundidade de até 30cm (Figura 3) e uma de agua, entre 0 e 30
centimetros da lamina d’agua, num tributario do Coérrego Purgatério, em ponto
de menor declividade no limite presumido da area contaminada. As amostras
foram enviadas para o laboratério especializado TESALAB, que realizou a
caracterizagdo de compostos poliaromaticos na agua e no solo, utilizando o
Método EPA para Compostos Organicos Semivolateis 8270D, que emprega
cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC/MS)
(US-EPA, 1998).
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Figura 3. Pontos de coleta de solo na REBIO Unido, com ponto de coleta de agua
coincidente com o ponto 001 (de menor declividade).
2.2 Avaliacao do potencial para biorremediagao

Para a identificacdo dos fungos micorrizicos arbusculares na area
contaminada (ponto 3) foram coletadas cinco plantulas com suas respectivas
rizosferas preservadas. As amostras vegetais foram condicionadas em sacos
plasticos estéreis e em seguida encaminhadas para o Laboratério de
Ecototoxicologia e Microbiologia Ambiental (LEMAM) - Instituto Federal
Fluminense, Campus Cabo Frio, onde as amostras de raizes foram tratadas e
analisadas de acordo com metodologia adaptada de Souza e Guerra (1998).

A avaliagdo das raizes foi realizada logo apdés as amostras serem
cortadas em fragmentos de cerca de 2 cm e colocadas em tubos de ensaio. Os
fragmentos foram imersos em KOH a 5% em banho maria a 90 ° C durante 30
min e depois transferidos para uma solugao alcalina de peréxido de hidrogénio
amoniacal a 3%, respeitando-se o tempo de 15 a 45 minutos a temperatura
ambiente a medida que as raizes clareavam. Ap0s este processo, as amostras
foram enxaguadas em agua da torneira e colocadas em solugdo de acido
cloridrico a 1% durante uma noite. Em seguida, as amostras foram novamente
lavadas e colocadas em 0,05% de azul de tripano em banho maria a 90 ° C
durante 1 hora. Para a analise de material, foram feitas |aminas que foram
observadas sob um microscopio 6ptico (SOUZA; GUERRA, 1998 — adaptado;
UFLA, 2015).

Foram feitas nove laminas com trés fragmentos cada, totalizando 27
fragmentos de raizes de cada plantula. As analises foram realizadas em
triplicadas sendo utilizados trés individuos e gerando um total de 81 fragmentos
de raizes do ponto de coleta. As laminas foram montadas com 50% de glicerol
e observadas em microscoépio 6ptico (Novel BM 2100) acoplado a uma céamera
fotografica (Toup CAM UCOSO05100KPA). As imagens foram tratadas no
programa TouplLite.
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3.1 Caracterizagao dos contaminantes encontrados

Os HPA analisados neste trabalho foram divididos em trés grupos
principais: (1) carcinogénicos; (2) carcinogénicos e mutagénicos; e (3) nao
carcinogénicos, conforme apresentado no Quadro 1. A estrutura quimica dos
principais hidrocarbonetos poliaromaticos encontrados no creosoto séao
apresentados no Quadro 2. O naftaleno nao foi detectado em nenhuma das
amostras (Tabela 1), apesar de, em teoria, compor aproximadamente 20% do
creosoto (IBAMA, 2015). Os resultados das analises de HPA no solo e na agua
obtidos nas campanhas realizadas sdo apresentados nas Figuras 4 e 5.

Quadro 1. Divisdo de HPA em grupos carcinogénicos, carcinogénicos e mutagénicos e

nao carcinogénicos

Carcinogénicos Carcinogénicos e Nao carcinogénicos
mutagénicos
benzo (g,h,i) | fluoranteno, pireno, Mutagénicos: acenafteno,

perileno e indeno
[1,2,3-cd] pireno

benzo (a) antraceno,
criseno,

benzo (b) fluoranteno,
benzo (k) fluoranteno,
benzo (a) pireno e
dibenzo (a,h) antraceno

antraceno, acenaftieno e
fluoreno;

toxico e mutagénico:
fenantreno

toxico: naftaleno

Quadro 2. Estruturas quimicas de alguns HPA

Nomenclatura
(IUPAC)

Estrutura Efeito

(IUPAC)

Nomenclatura

Estrutura Efeito

Naftaleno

Acenafteno

Antraceno

Fluoranteno

Criseno

Benzo (b)
fluoranteno

Benzo (a)
pireno

Benzo (g,h,i)
perileno

toxico Acenaftileno

QO
]
5

mutagénico Fluoreno

mutagénico Fenantreno

carcinogénico

e mutagénico Pireno

carcinogénico
e mutagénico

Benzo (a)
antraceno

carcinogénico
e mutagénico

Benzo (k)
fluoranteno

carcinogénico
e mutagénico

Dibenzo (a,h)
antraceno

Indeno (1,2,3-

carcinogénico .
9 cd) pireno

mutagénico

mutagénico

toxico e
mutagénico

carcinogénico
e mutagénico

carcinogénico
e mutagénico

carcinogénico
e mutagénico

carcinogénico
e mutagénico

carcinogénico

Fonte: SIMS et al., 1988 apud FRONZA, 2006.




Figura 4. Concentragdes de HPA carcindgénicos em periodo seco e chuvoso no interior de area contaminada na REBIO Unido.
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Figura 5 Concentra¢des de HPA ndo carcinogénicos em periodo seco e chuvoso no interior de area contaminada na REBIO Unido.
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Os resultados das analises comprovaram a presenca dos HPAs
estudados na maioria das amostras, sendo que o ponto 1 alcangou as mais
altas concentragbes no periodo seco e o ponto 2 apresentou nivel
expressivamente maior de contaminagcdo por HPAs no periodo chuvoso. O
ponto 3 apresentou as mais baixas concentragdes no periodo seco e no
periodo chuvoso nada foi detectado neste local.

As concentragbes dos HPAs no solo apresentadas nas Figuras 4 e 5
confirmam a contaminagdo do sistema edafico do entorno do extinto patio
ferroviario por hidrocarbonetos aromaticos persistentes derivados de creosoto,
cujos niveis estdo acima dos valores de investigacdo? determinados na
CONAMA n° 420/2009. Diante disso pode-se classificar este solo como classe
IV, pois apresenta concentragao de pelo menos uma substancia quimica maior
que o VI — Valor de Investigacédo, apresentados na Tabela 1. No estudo foi
empregado o VI Industrial, apesar de mais elevado que o de prevengéo ou o de
uso agricola, por se tratar a area investigada de uma unidade industrial no
passado.

No periodo seco, os hidrocarbonetos aromaticos de baixo peso
molecular fenantreno, acenafteno e fluoreno foram detectados em altas
concentragbes no ponto 1. O nivel de contaminagdo foi decrescendo até o
ponto 3 (Figura 5). Eles podem ter passado por processo de volatilizagdo ou
até mesmo degradacgéo, haja vista seu reduzido numero de anéis aromaticos.

Tabela 1. Valores orientadores de contaminagdo de solo (mg/kg™) (CONAMA,

2009).
Componente Valores orientadores de contaminagdo de solo (mg/kg™)
Valor de prevencdo | Uso Agricola Uso Industrial
Fluoranteno? - - -
Acenafteno’ - - -
Fenantreno’ 3,3 15 95
Pireno? - - -
Fluoreno' - - -
Antraceno’ 0,039 - -
Benzo(a) antraceno?® 0,025 9 65
Criseno?® 8,1 - -
Benzo (b) fluoranteno?® - - -
Benzo (k) fluoranteno?® 0,38 - -
Benzo (a) pireno 0,052 0,4 3,5
Benzo (g,h,i) perileno® 0,57 - -
Dibenzo (a,h) 0,08 0,15 13
antraceno
Indeno [1,2,3-cd] pireno?® 0,031 2 130
Naftaleno' 0,12 30 90

Legenda: 1 — baixo peso molecular/ maior solubilidade; 2 — peso molecular
intermediario; 3 — alto peso molecular/ menor solubilidade Fonte: adaptado de
CONAMA, 2009.

Qs valores de investigagdo (VI) sdo definidos pela Resolugdo CONAMA n° 420/2009
como “a concentragdo de determinada substancia no solo ou na agua subterranea
acima da qual existem riscos potenciais, diretos ou indiretos, a saude humana".
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Nao foi verificada a presengca de HPA na agua coletada no afluente do
corrego Purgatdrio localizado nos limites da area contaminada (proxima ao
ponto 1) em nenhuma das campanhas. Porém, na campanha de periodo
chuvoso, foi verificada na agua coletada no corrego Purgatério a presenga de
um composto organico poliaromatico de anéis isolados, considerado toxico e
com potencial para desregulagcdo enddcrina: a N-nitroso-difenilamina. A origem
deste contaminante ndo é clara e requer investigagcado posterior. Sabe-se que
nitrosaminas sao metabdlitos associados a degradacao de matéria organica e
que podem exibir propriedades carcinogénicas.

3.2 Caracterizacao das espécies vegetais coletadas

Em coleta realizada no més de maio de 2016 para testes, foi possivel
verificar que as raizes da pteridofita da familia Thelypteridaceae (Figura 6)
estavam colonizadas por Fungo Micorrizico Arbuscular (FMA) e Dark Septate
Endophyte (DSE). A ocorréncia dos dois fungos na Rebio Unido pbde ser
constatada por meio da observacao de estrutura semelhante a arbusculo de
FMA e de hifas septadas escuras e estruturas semelhantes a
microesclerédios de DSE em células da raiz conforme mostrado na Figura 7.

Figura 6. Peteriddfita coletada em area contaminada na REBIO Unido

N

As amostras foram classificadas de acordo com o guia de Samambaias
e Licofitas da Rebio Uatuma como pertencentes a familia Thelypteridaceae.
. o —xTY 3 I = U

Figura 7. Observagdo de estruturas de FMA e DSE em raizes de
Thelypteriaceae na Rebio Unido. (A) HFMA: hifa de fungo micorrizico
arbuscular. HDSE: hifa de Dark septate endophyte. Aumento de 1000x.

Fotos da autora.
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Com a verificacdo de estruturas de FMA e DSE em amostras coletas
foi possivel constatar a ocorréncia de relagdo simbidtica entre os fungos e
vegetais na area contaminada com creosoto. Em uma segunda analise de
amostras também coletadas no ponto 1, realizada em maio de 2017,verificou-
se, nas raizes das plantulas, a presencga de estruturas de FMA e DSE (Figura
8).

Figura 8. A — F: Estruturas de FMA e DSE em raizes de pteridofita da familia
Thelypteridaceae na Rebio Unido. ME: Microesclerodio (B, C, D, E, F), HFMA:
Hifa de fungo micorrizico arbuscular (B, C, D, E, F). HDSE: hifas de Dark
septate endophyte (A, C, D, E). VES: vesicula (A, E). ESP: esporo (B, E).
HOF: hifa de outro fungo (D). Aumento de 400x (A, B, C, D, E). Aumento de
1000x (F).
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4 CONCLUSOES E RECOMENDAGOES

Relativamente a persisténcia da contaminagcdo de creosoto no solo

constatou-se que:

A persisténcia da contaminagdo por creosoto na Reserva Bioldgica
Unido, RJ foi comprovada: 80% das amostras quantificadas apontaram
concentragbes acima dos valores de Investigagédo para Uso Industrial da
Resolugao CONAMA n°420/2009.

Foi observada a migragéo do 6leo de creosoto do ponto mais préximo ao
patio ferroviario, onde o tratamento de dormentes era executado e
ocorria 0 vazamento, até um ponto mais distante, que é o local mais
proximo ao corrego.

Devido a baixa solubilidade em agua do HPA, a probabilidade de
atingirem pontos mais criticos como o lencol freatico é pequena.

Os valores de concentragdo dos poluentes avaliados sao muito
superiores aos valores de investigagdo estabelecidos pela Resolugao
CONAMA 420/2009.

Ha indicativos de ocorréncia da volatilizagdo de hidrocarbonetos
aromaticos de baixo peso molecular presentes no solo em periodo seco
A contaminacgao cruzada solo-agua nao foi confirmada.

Nao foram encontrados HPA na agua superficial coletada; porém, a
presenca de N,N-difenil-nitrosamina na agua observada numa das
campanhas realizadas em periodo chuvoso necessita de investigacao
mais detalhada para verificagdo da origem do poluente, que nao
necessariamente esta associada a presenca do creosoto.

Os niveis da contaminacdo no solo situam-se acima dos valores de
investigacédo estabelecidos pelo CONAMA em alguns periodos do ano,
constituindo-se de passivo ambiental para o qual a biorremediagao via
associagdes entre vegetais e FMA pode ser uma alternativa viavel.
Foram observadas estruturas de FMA como hifas, vesiculas e esporos e
também estruturas de DSE como hifas septadas melanizadas e
microesclerédios, em raizes de pteriddfita da familia Thelypteridaceae,
coletadas na area contaminada.

A relagdo simbidtica estabelecida em um ambiente altamente
contaminado com cresoto nos possibilita analisar a hipotese da
utilizagdo dessa interagao para remediar o solo contaminado. Estudos
mais aprofundados em relagdo a identificagdo da espécie de pteriddfita
devem ser realizados, para que a mesma seja caracterizada como
vegetal endémico ou exdtico.

Em fungdo do exposto, apresentamos a seguir recomendacdes a

equipe técnica e gestora da UC:

Recomenda-se realizar monitoramento sistematico dos niveis de
concentracado neste estudo tanto no solo quanto na agua de forma a
estimar as taxas de degradagdo destes compostos no territorio da
REBIO.

Recomenda-se realizar a delimitacdo da extensao da area contaminada
pelos hidrocarbonetos aromaticos no solo e nas aguas subterraneas da
microbacia do Cobrrego Purgatorio para estimar os riscos de
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contaminagdo da agua, principalmente a que desagua no rio Macaé, o
qual abastece o municipio de Macaé.

Recomenda-se realizar estudos posteriores para verificar se a presenca
de N,N-difenil-nitrosamina na agua estd associada a degradacao de
algum dos componentes do creosoto. A toxicidade da amina
poliaromatica reforca a necessidade de dar continuidade a presente
investigacdo, avaliando a qualidade das &aguas superficiais e
subterraneas da bacia do corrego Purgatorio.

Recomenda-se a retirada de todas as espécies vegetais frutiferas ou
comestiveis do entorno das instalacbes descomissionadas da usina de
creosoto desativada, assim como da area contaminada investigada no
presente estudo, em funcdo da possibilidade de transferéncia de
contaminantes aromaticos para os vegetais.

Recomenda-se a retirada do viveiro de mudas instalado no entorno das
instalagbes descomissionadas da usina de creosoto desativada em
funcao dos riscos a saude da equipe envolvida com a manutencao do
viveiro; tais riscos estdo associados a volatilizagdo dos hidrocarbonetos
aromaticos de baixo peso molecular encontrados no solo da area em
questado. No caso da inviabilidade da realocagao do viveiro, devem ser
implementadas medidas de monitoramento e/ou controle de emissdes
de compostos organicos volateis na area em questdo, de forma a
minimizar os riscos a saude humana.

Partciparam da elaboragdo do presente relatério os seguintes

pesquisadores (em ordem alfabética):

Jade Golzio Barqueta Donnini — graduanda em Engenharia Ambiental —
IFFluminense

JanainaSilvano Marinho Teixeira — Bidloga, Mestre em Engenharia
Ambiental pelo PPEA - IFFluminense

Jullie Siqueira Vianna — Bidloga; Mestre em Engenharia Ambiental pelo
PPEA - IFFluminense

Maria Inés Paes Ferreira — Pds-doutora em Gestdo Integrada dos
Recursos Naturais; Docente permanente do PPEA - IFFluminense

Victor Barbosa Saraiva — Doutor em em Ciéncias Bioldgicas (Biofisica);
Docente permanente do PPEA - IFFluminense
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