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RESUMO

LEMOS, Siomara Dias da Costa. Desenvolvimento e producédo de metabolitos de arruda
(Ruta graveolens L.) exposta a substratos contaminados por hidrocarbonetos de
petrdleo. 150 p. Tese (Doutorado em Meio Ambiente) - Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2015.

A inducdo da sintese de moléculas biologicamente ativas ¢ conhecida como uma
estratégia de defesa do organismo vegetal as condi¢des adversas, onde plantas medicinais e/ou
aromaticas sdo foco de pesquisa na terapéutica médica, na industria farmacéutica, de
cosméticos e de alimentos. A possibilidade de que os hidrocarbonetos de petroleo presentes
no solo possam agir como agentes elicitores do metabolismo vegetal tem despertado interesse
cientifico. O presente trabalho teve como objetivo avaliar o desenvolvimento in vivo e in vitro
de Ruta graveolens L. (Rutaceae), considerando as respostas morfologicas e metabolicas na
presenga de petrdleo e derivados. Além disso, verificar o potencial de desenvolvimento dessa
espécie em dareas contaminadas, com base na hipotese de que tais substancias podem
influenciar na produgdo de substancias de interesse, sem que haja redugdo significativa da
biomassa vegetal. Foram realizados experimentos de (i) germinagdo in Vivo em solo
contaminado e parcialmente biorremediado, assim como solo com contaminagdo recente com
oleo cru (0,8 % e 2,8 %) e diesel comercial S50 (0 % a 6,0 %), sendo que neste ltimo foi
avaliado o desenvolvimento e a producdo de biomassa das plantulas; (ii) germinagdo in vitro
em meio MS contaminado com fenantreno (1,0; 5,0 e 10,0 mg/L de meio) ou benzo[a]pireno
(0,001; 0,010 e 0,100 mg/L de meio), sendo avaliado o desenvolvimento e a producao de
biomassa; e (iii) resposta fisiologica de plantas oriundas do estoque in Vvitro a exposigdo de
fenantreno ou benzo[a]pireno. R. graveolens teve reducdo significativa da germinagdo em
solos contaminados, principalmente os solos parcialmente biorremediados pelo do processo
de bioestimulo; ndo teve redugdo significativa da germinagdo in vivo nos solos contaminados
com O6leo cru, biorremediado e contaminado com diesel, porém o desenvolvimento pos-
germinagdo foi afetado. Na exposi¢do in vitro aos hidrocarbonetos, ndo houve alteragdo
significativa na germinagao nem na capacidade de desenvolvimento e produgdo de biomassa
nas concentragoes testadas de até¢ 10 mg/L de fenantreno e até 0,1 mg/L de benzo[a]pireno.
Em relagdo a propagacgao in vitro, foi possivel a multiplicacdo de plantas em meio de cultura
sem suplementacdo hormonal, na presenga dos contaminantes. A presenca de fenantreno e
benzo[a]pireno in Vitro ndo promoveu mudangas significativas nos niveis de compostos
fenolicos e flavonoides totais produzidos, ndo havendo também alteracdo no perfil
fitoquimico da espécie, quanto a presenga de rutina. Pelo exposto, conclui-se que a espécie
tem potencial para uso em biomonitoramento de solos contaminados , considerando a sua
capacidade de produzir metabdlitos e tolerar a presenga dos hidrocarbonetos selecionados,
sendo indicada ao cultivo em areas contaminadas nos niveis investigados.

Palavras-chave: Arruda. Solo. Biorremediagdo. Cultivo in vitro. Metabolismo vegetal.



ABSTRACT

LEMOS, Siomara Dias da Costa. Physiological and anatomical responses of rue (Ruta
graveolens L.) exposed to substrates contaminated with petroleum hydrocarbons. 150 p.
PhD Thesis - University of the State of Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015.

The synthesis of biologically active molecules by some plant species is known as a
defence strategy in response to adverse environmental conditions. Due to this synthesis, plant
species have been the focus of research in medical therapy, pharmaceutical, cosmetic and
food industries. The possibility that petroleum hydrocarbons released in the soil can act as
elicitor agents of plant metabolism has raised scientific attention. The present study aimed to
evaluate the germination and plant growth, as well as morphological and metabolic responses
of Ruta graveolens L. (Rutaceae) in the presence of crude oil and oil-based products. The
study also aimed to assess growth potential of this species in contaminated areas, based on the
hypothesis that such contaminants are able to increase the production of substances of
interest, without significant reduction in biomass. The studies included (i) in vivo germination
in contaminated partially bioremediated soils, as well as in soil recently contaminated with
crude oil (0.8% and 2.8%) and commercial diesel S50 (0% to 6.0%), being the last one used
for evaluation of biomass production; (ii) in vitro germination on MS medium contaminated
with phenanthrene (1.0; 5.0 and 10.0 mg/L) and benzo[a]pyrene (0.001; 0.010 and 0.100
mg/L), where plant development and biomass production were evaluated; (ii1) physiological
responses to the exposure to phenanthrene or benzo[a]pyrene. The germination was
significantly reduced in contaminated soils, especially in the soil partially biorremediated by
biostimulation. No significant reduction were observed in germination in Vivo in soil
contaminated with crude oil, bioremediated and contaminated with diesel. However, the post-
germination development was significantly affected under these conditions. There were no
significant changes in the germination capacity, plant growth or biomass production in
vitro in concentrations up to 10 mg/L of phenanthrene and up to 0.1 mg/L of benzo [a]
pyrene. Plant propagation in vitro could be achieved in presence of the contaminants with no
hormonal supplementation. The presence of phenanthrene and benzo[a]pyrene in vitro did not
significantly changed the levels of phenolic compounds and total flavonoids synthetized, and
there was no change (qualitatively) in the phytochemical profile of the species, based on the
presence of rutin. It was concluded is that the R. graveolens has potential to be used in
biomonitoring of contaminated soils, and since it is able to produce specific metabolites and it
is tolerant to the presence of selected hydrocarbons in vitro, it might be able to grow on soils
contaminated at the levels investigated in the present study.

Keywords: Rue. Soil. Bioremediation. In vitro culture. Plant metabolism.
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INTRODUCAO GERAL

A contaminacdo é um problema mundial que afeta ecossistemas terrestres, aquaticos e
marinhos, atingindo, particularmente, a biomassa microbiana do solo e contribuindo para a
bioacumulacdo de varios contaminantes na cadeia alimentar (GRATAO et al., 2005).
Entretanto, os poluentes quimicos do solo também podem agir como agentes elicitores do
metabolismo vegetal, ativando genes especificos nas rotas metabdlicas e induzindo a
formacdo de produtos secundarios, o que normalmente funciona como uma estratégia de
defesa da planta exposta a tais condi¢bes, consideradas estressantes (PLETSCH et al., 1999
TESTER e BACIC, 2005).

A tolerancia dos vegetais as condicbes de estresse envolve respostas adaptativas
relacionadas a processos moleculares e celulares (TESTER e BACIC, 2005). Tais condicdes
podem afetar de diferentes formas o metabolismo vegetal, que responderd produzindo
substancias, por exemplo, com papel na sobrevivéncia da espécie no ecossistema
(MARASCHIN e VERPORTE, 1999). Sendo assim, pode-se dizer que a biossintese de
metabolitos especiais esta intimamente relacionada as condicdes ambientais, podendo
ocasionar alteracbes, tanto nas rotas de sintese e degradacdo de compostos, quanto n:
expressao génica em resposta a algum tipo de estresse (WILT e MILLER, 1992; NAGHDI
BADI et al., 2004). Também sao observadas alteracbes no crescimento e na quantidade, ou
qualidade, dos produtos especiais produzidos (NAGHDI BADI et al., 2004).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), planta medicinal é "todo e qualquer
vegetal que possui, em um ou mais 6rgaos, substancias que podem ser utilizadas com fins
terapéuticos ou que sejam precursores de farmacos semi-sintéticos" (VEIGA JUNIOR et al.,
2005). Desta forma, estes vegetais desde ervas até arvores, sdo assim classificadas pele
capacidade de produzir moléculas biologicamente ativas por meio de seu metabolismo
especial. Estas moléculas, denominadas metabdlitos especiais, estdo presentes em extratos
vegetais, sendo utilizadas tanto na terapéutica médica, como na industria farmacéutica, de
cosméticos e de alimentos, servindo como farmacos, aromatizantes, flavorizantes e
antioxidantes (YUNES et al., 2001). Os metabdlitos secundarios ou especiais nao participam
diretamente do crescimento e do desenvolvimento do vegetal, mas sao responsaveis pela
sobrevivéncia do organismo no meio que o cerca, garantindo a adaptacao e sobrevivéncia da
espécie no ecossistema (MARASCHIN e VERPORTE, 1999; SERAFINI et al., 2001; TAIZ e
ZEIGER, 2004).
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As condi¢cdes consideradas estéreis, como na cultura de tecidos vegetais (CTV),
pemitem selecionar espécies vegetais com potencial para a fitorremediacéo/bioindicacéo.
Além disto, possibilita a distincdo das respostas do vegetal daguelas que séo derivadas de
microrganismos nativos existentes no solo. Entretanto, deve-se lembrar de que a resposta
vegetal nestas condicbes ndo pode predizer a reacdo do vegetal na exposi¢cdo as substancia
quimicas presentes no meio ambiente natural (REYNOSO-CUEVAS et al., 2008).

A investigacdo de alteracbes metabdlicas e morfologicas em espécies vegetais,
decorrentes da exposi¢cdo aos agentes contaminantes é importante para elucidar o impacto que
a contaminacdo ambiental pode causar no desenvolvimento vegetal, oferecendo alternativas
para 0 uso de plantas em estratégias de recuperacdo e monitoramento ambiental (LASAT,
2002; MELO et al., 2009). Deste modo, o presente trabalho tem como finalidade estudar
aspectos do desenvolvimenia vivo e in vitro de R. graveolens baseando-se no
conhecimento prévio de que espécies medicinais e/ou aromaticas podem responder
fisiologicamente a determinadas situacdes de estresse ambiental aumentando a sintese de

compostos de interesse.
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1 PETROLEO

O uso do petroleo pela humanidade é citado na BIBLIA (1988) desde a arca de Noé, a
qual foi impermeabilizada com betume (Génesis 7,14). Ha cerca de 6.000 anos 0os povos
biblicos e os chineses utilizavam o petroleo para o cozimento, a iluminacdo e o aquecimento.
Porém, até o século XIX a utilizacdo deste recurso para tais fins se tornou escassa, o que
impulsionou as primeiras tentativas de sua producdo comercial (FARAH, 2008).

Originado da transformacédo de deposicdes fosseis, quando o petrdleo entra em contato
com o ambiente ele altera as suas caracteristicas devido a fatores fisicos, quimicos e
biolégicos. Sendo assim ele se torna um poluente persistente no ambiente por um longo
periodo, devido a lenta biodegradacédo dos hidrocarbonetos (MARANHO et al., 2006). Este
poluente prejudica as condi¢cdes hidrologicas e as propriedades quimicas e fisicas do solo,
reduzindo drasticamente os conteudos disponiveis de nitrogénio e fosforo para os organismos
vegetais (CHUPAKHINA e MASLENNIKQOV, 2004).

1.2 Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA)

Considerados como substancias pouco comuns na natureza, segundo a teoria de
Engler-Hoéfer, os hidrocarbonetos do petroleo originam-se da combustdo incompleta de
matéria organica, principalmente proteinas, carboidratos e lipidios, que sdo os maiores
precursores do petréleo. Esta matéria organica é convertida por bactérias e reacfes quimicas
de baixa temperatura (diagénese) em moléculas organicas de alto peso molecular contendo
oxigénio e nitrogénio. No estdgio seguinte (catagénese) ocorre a formacdo do betume, os
chamados hidrocarbonetos complexos, que séao “craqueados” em moléculas leves do petroleo
liqguido (SWERDLOW, 2000).

Os hidrocarbonetos representativos do petréleo incluem os alcanos (metano, etano e
propano); os aromaticos conhecidos como grupamento BTEX (benzeno, tolueno, etilbenzeno
e xileno) (Figura 1) e os policiclicos aromaticos conhecidos como HPAs (GERMIDA et al.,
2002). Entretanto, nos derivados de petréleo 75% sé&o hidrocarbonetos saturados derivados de
parafina e 25% sao hidrocarbonetos aromaticos (NJOKU et al., 2009; OGBO et al., 2009).

Caracterizados por serem compostos quimicos constituidos basicamente de atomos de
carbono e hidrogénio, arranjados na forma de dois ou mais anéis aromaticos, os HPAs
possuem baixa solubilidade em agua devido a suas moléculas apolares e hidrofébicas. Isto

ocasiona baixas taxas de metabolizacdo do poluente quando este se encontra no meio
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ambiente e caracteriza a sua persisténcia na contaminacao (FISMES et al., 2002; LEMOS et
a., 2009; MACHADO et al., 2013). Como existe a possibilidade de fusdo dos anéis
aromaticos e de suas varias posi¢des (fazendo com que estes anéis possam ligar entre si).
atualmente existem mais de 100 HPAs reconhecidos pelas instituicbes internacionais de
guimica. Desde 1983 a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (US EPA) fixou
16 HPAs como poluentes prioritarios, que s&do considerados possiveis ou provaveis
carcindgenos (Tabela 1) (JACQUES et al., 2007).

Figura 1 - Estrutura de molécula dos compostos monoaromaticos.

Determinados HPAs sédo mais faceis de serem degradados que outros. Em geral os
HPAs, como benzeno e xileno, sédo facilmente remediados porque sao facilmente degradados
na presenca de oxigénio, sdo relativamente solUveis (0 que 0s caracteriza como
biodisponiveis) e podem servir como doadores primarios de elétrons para muitas bactérias do
solo. Entretanto, moléculas lipofilicas (como HPAs de quatro e cinco anéis) sdo mais dificeis
de remediar, devido a sua baixa bioviabilidade, a forte absorcédo destes compostos no solo e a
sua limitada habilidade de atravessar as membranas celulares (0 que evita sua entrada no
tecido vegetal e de microrganismos) (GERMIDA et al., 2002).

Em consequéncia das atividades industriais e antropicas, o solo recebe quantidades
relativamente altas de HPAs, fato que vem despertando interesse da comunidade cientifica
devido a sua interferéncia no ecossistema (poluindo o solo, o ar, a fauna, a flora, as aguas
superficiais e subterraneas). Estes compostos se tornam recalcitrantes e tendem a permanece
longos periodos no ambiente, aumentando a possibilidade de exposi¢cdo de organismos vivos a
estes compostos (JACQUES et al., 2007; MACHADO et al., 2013).
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Tabela 1 - Algumas propriedades fisico-quimicas dos 16 HPAs prioritarios, segundo US EPA.

Numero Foérmula .. Pesomol Solubilidade Log
HPA » P Estrutura quimica

de anéis quimica (g/mol)  (mg/L) Kow
Naftaleno 2 CioHs 128,17 31 3,17 - 3,45
Acenaftaleno 3 CioHip 154,21 3,8 3,92
Acenaftileno 3 CiHg 152,20 16,1 3,55-4,10
Antraceno 3 cHs (1D 178,23 0,045 3,45 - 4,80
Fenantreno 3 CiH1o 178,23 11 4,30 - 4,63
Fluoreno 3 CiaH1o 166,22 1,9 3,91-4,32
Flouranteno 4 CigH1o 202,26 0,26 4,47 - 5,23
Benzo[a]antraceno 4 CigH1o 228,29 0,011 5,33-5,91
Criseno 4 CigH1o 228,29 0,0015 5,73-5,91
Pireno 4 CieH1o 202,26 0,132 4,50 - 5,32
Benzo[a]pireno 5 CoH1o 252,32 0,0038 6,04 - 6,78
Benzolb]fluoranteno 5 CyoH1o 252,32 0,0015 5,78
Benzolk]fluoranteno 5 CyoH12 252,32 0,0008 5,94 - 7,20
Dibenzo[a,h]antroceno 6 CyoHia 278,35 0,0005 5,80 - 6,88
Benzo[g,h,i]pireleno 6 CxH1, 276,34 0,00026 6,22 - 7,10
Indeno[1,2,3-c,d]pireno 6 CxH1, 276,34 0,062 6,72 - 7,66

Fonte: Modificado de BOJES & POPE, 2007.
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1.2.1 Benzola]pireno

O benzo[a]pireno (B[a]P) caracteriza-se por ser um composto irritante do sistema
respiratorio para humanos. Apos ser absorvido pelo organismo, devido a sua caracteristica
lipofilica, pode causar danos nas hemoglobinas, resultando em anemia e supresséo do sisteme
imunoldgico. Também é irritante da pele, podendo causar alergias e fotossensibilidade, além
de ser carcinogénico (LUTTRELL e THOMAS, 2007).

Caracterizado por ser lipossoluvel a membrana celular, é rapidamente absorvido no
organismo e descrito como metabolizado em culturas celulares de diferentes espécies
vegetais. Por causa de sua alta hidrofobicidade, estes compostos apresentam uma estreita
ligacdo as particulas do solo e séo dificilmente biodisponiveis, sendo assim as plantas

possuem a capacidade de sequestrar estes HPAs do solo (ALKIO et al., 2005).

1.2.2 Fenantreno

Apesar de ser um dos HPAs prioritarios da US EPA, o fenantreno (FEN) ndo é
mutagénico ou carcinogénico, porém é considerado tOxico para organismos aquaticos.
Normalmente é encontrado em altas concentracfes em amostras ambientais contaminadas por
HPAs, por esta razdo é considerado o composto modelo para estudos de degradacéo
ambiental. Este composto também possui caracteristicas semelhantes a outros HPAs que séao
carcinogénicos e é um dos menores que possui regides especificas para enzimas em suas
moléculas (GARCIA e DORANTES, 2008).

1.2.3 Oleo Diesel

O Oleo diesel (OD) é uma complexa mistura de hidrocarbonetos que podem ser
persistentes no solo e no ambiente, contendo compostos volateis, alcanos de baixo peso
molecular e naftaleno. Os alcanos sao potencialmente fitotoxicos e o0s naftaleno séo
compostos que podem interferir no desenvolvimento normal nos vegetais (ADAM e
DUNCAN, 1999).

Dos 06leos combustiveis de destilacdo média, o0 OD é o que tem maior conteudo de
HPAs e aromaticos totais, 0 que pode tornar mais dificil a sua remediacdo em casos de
acidentes ambientais (ADAM e DUNCAN, 1999). Este oOleo é constituido basicamente por

hidrocarbonetos parafinicos, nafténicos e aromaticos (10 - 40% v/v). Dos HPAs, estdo
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presentes os 16 listados pela US EPA e os BTEX (GAZZONI et al., 2010; ROJAS et al.,
2011)

Uma alternativa para tornar o OD menos toxico € a producéo de biodiesel. O Biodiesel
€ originado a partir de fontes renovaveis (girassol, soja, mamona), ndo € téxico, é mais
oxigenado, isento de enxofre e HPAs (GAZZONI et al., 2010). Objetivando deixar o OD
comercial menos toxico, este recebe a adicdo de 5% de biodiesel quando sai da refinaria,
recebendo a denominacdo de “Diesel S50”. As caracteristicas deste OD estédo listadas no

Anexo A.
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2 LEGISLACAO AMBIENTAL

O Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) n° 420/2009, que “Dispde sobre
critérios e valores orientadores de qualidade do solo quanto a presenca de substancias
guimicas e estabelece diretrizes para gerenciamento ambiental de areas contaminadas por
essas substancias em decorréncia de atividades antrépicas”, determina valores de prevengac
de investigacdo dos HPAs encontrados em solo e na agua subterranea. Dos 16 HPAs listados
pela US EPA, 10 estdo na listagem do CONAMA (Tabela 2).

Tabela 2 - Valores de prevencao e intervencgédo de HPAs listados no CONAMA n° 420/20089.

Agua
subterranea
ANci o po/L
Substancia N° CAS o
Investigacéo
Prevencdo Investigacao
Agricola Residencial  Industrial
Antraceno 07/12/20 0,039
Benzo[a]antraceno 56-55-3 0,025 9 20 65 1,75
Benzolk]fluoranteno 207-06-9 0,38 ---
Benzo[g,h,i]pirileno 191-24-2 0,57 --- --- --- ---
Benzo[a]pireno 50-32-8 0,052 0,4 15 3,5 0,7
Criseno 218-01-9 8,1
Dibenzo[a,h]antraceno 53-70-3 0,08 0,15 0,6 13 0,18
Fenantreno 85-01-8 3.3 15 40 95 140
Indenol[1,2,3-c,d]pireno 193-39-5 0,031 2 25 130 0,17
Naftaleno 91-20-3 0,12 30 60 90 140

Legenda: (CAS) numero de registro na Chemical Abstracts Service.

Os valores de referéncia (prevencéo) sao utilizados para o diagnéstico do solo e das
aguas subterraneas. Estes valores servem para identificar que, em concentracdes iguais ou
menores a citadas, o solo pode ser considerado “limpo” e ser utilizado para qualquer
finalidade. O valor de intervencdo indica que existem riscos para a saude de organismos e
para o meio ambiente, sendo que valores acima deste indica a necessidade de implementar nc

local agcBes voltadas a sua remediacédo (JACQUES et al., 2007).
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3 RESPOSTAS VEGETAIS A CONTAMINACAO
3.1 Respostas fisioldgicas dos vegetais aos contaminantes

Quando o vegetal possui a capacidade de resistir a contaminantes presentes no meio,
pode ser capaz de acumulé-los ou transporta-los em seu organismo (GRATAO et al., 2005).
Muitas das respostas de sinalizacéo celular de vegetais expostos a contaminantes, assim comc
proteinas envolvidas nestes processos, podem contribuir para a resposta efetiva de estresse
celular. Estes mesmos mecanismos Sao necessarios para identificar os mecanismos-chave que
desencadeiam a rede de respostas celulares nestas situacdes (GRATAO et al., 2005).

A poluicdo induz mudancas nos parametros individuais dos vegetais, podendo ser
correlacionada com os niveis de contaminantes (OMOSUN et al., 2009). Outros fatores como
0 estagio de desenvolvimento do vegetal, o tempo de exposicdo e as diferentes estruturas
quimicas dos contaminantes, podem interferir nas respostas fisiologicas, refletindo nas
concentracdes destes contaminantes quando acumulados em diferentes partes do vegetal
(SOARES et al., 2001; MACHADO et al., 2013).

Em relacdo a concentragdo dos elementos acumulados nos tecidos vegetais, estes estac
intimamente relacionados com a disponibilidade do contaminante no meio ambiente. Sendo
assim, o teor destes contaminantes nas raizes e nas folhas esta vinculado a concentracao dc
contaminante no ambiente (SOARES et al.,, 2001). A bioacumulacdo também depende
diretamente de propriedades fisico-quimicas de cada poluente, assim como das espécies
vegetais utilizadas e do tipo de tecido vegetal no qual o contaminante podera ser acumulado
(ABHILASH et al., 2008). A taxa de transpiracdo, inalterada ou aumentada, é considerada
uma forca que impulsiona a absorcdo e a translocacdo dos contaminantes, podendo ser
responsavel pelo aumento do acumulo destes nas partes superiores e prevenindo a sua

precipitacdo nas raizes e no sistema vascular (CHANDRA et al., 2009).

3.1.1 _Respostas vegetais aos HPAs

Moléculas lipofilicas, como os HPAs de quatro e cinco anéis, sdo mais dificeis de
remediar do que moléculas menores. A dificuldade de degradacdo destes compostos é um
reflexo de sua limitada biodisponibilidade, assim como a sua limitada capacidade de
atravessar membranas celulares. O acumulo de HPAs em tecidos vegetais esta relacionado

7

com o0s constituintes lipidicos do tecido celular, isto €, afinidade deste composto pelos
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lipidios. Quanto maior a composicéo lipidica do tecido, maior sera o acimulo deste poluente
(GERMIDA et al., 2002).

O sequestro e o acumulo de HPAs em vegetais geralmente baseia-se nas caracteristicas
quimicas do hidrocarboneto, sendo o grupamento BTEX, moderadamente hidrofébicos,
efetivamente absorvidos pelo tecido vegetal. Vegetais com capacidade de acumular os HPAs
podem expressar efeitos de intoxicagdo, tais como crescimento reduzido, resultado das
modificacbes e fotosensibilizacdo da exposicdo aos HPAs a radiacdo ultravioleta solar,
guando estes penetram no tecido vegetal (GERMIDA et al., 2002).

Situagbes em que ocorre a inibicdo de germinacdo e do crescimento vegetal, com
consequente morte das plantas, s&do indicadores da toxicidade aos hidrocarbonetos
(MARANHO et al., 2006). Estas respostas de intoxicacdo podem ser resultantes da absorcéo
de volateis liberados ao redor do vegetal, da deposicédo de particulas contaminantes no solo e
nas folhas (seguido pela retengcdo na cuticula foliar ou penetracdo nas folhas) e na
transferéncia solo-raiz seguido pela subsequente translocacéo pela transpiracdo do vegetal
(FISMES et al., 2002; GERMIDA et al., 2002).

3.1.2 Germinacdo de sementes

A germinacgdo caracteriza-se por um processo no qual a semente passa por um periodo
em que ocorrem importantes reacdes enzimaticas. Estes fenbmenos permitem a emergéncia
do embrido e manifestam a capacidade de originar um novo vegetal em condicbes ambientais
favoraveis. Para os botanicos e tecnologistas de sementes, a germinacdo € a retomada de
crescimento do embrido, com o rompimento do tegumento da semente pela protrusdo de um
orgdo, como a radicula, manifestando a capacidade de originar uma planta normal
(MACHADO et al., 2002).

Segundo Nonogaki e colaboradores (2010), a germinacéo inicia-se quando a semente
absorve agua e depois ocorre a emergéncia do embrido com a radicula e demais estruturas, en
um periodo de tempo em que eventos fisicos e metabdlicos acontecem (Figura 2).
Inicialmente a semente é embebida em agua (fase I) até que as matrizes celulares e suas
organelas estejam completamente hidratadas. No periodo seguinte ocorre a absor¢céao de agua ¢
a ativacdo de organelas necessérias para a efetivacdo da germinacao (fase Il). O aumento de
absorcdo da agua acontece na fase lll, onde ocorre a germinacao de fato com a emergéncia de

radicula devido ao aumento das divisbes mitéticas e da expansao celular. Entretanto, em
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algumas espécies, estes fendbmenos ndo sao bem definidos e o tempo decorrido entre as fase
podesofrer alteragoes.

Solos contaminados por 6leo podem causar atraso na germinagcao vegetal. Este fato
pode ser resultante da pouca umidade e aeracdo do solo, assim como pode ser atribuido
absorcao do 6leo aplicado no solo entrando em contato com as sementes e penetrando nestas
afetando o embrido (OMOSUN et al., 2009). A pouca aeracdo do solo pode ser decorrente
das caracteristicas hidrofébicas do 6leo, resultando na baixa troca de oxigénio entre o solo e a
atmosfera, além do déficit de agua que comprometeria a germinacédo e o desenvolvimento
vegetal (NJOKU et al., 2009).

Figura 2 - Eventos fisicos e metabodlicos que ocorrem durante a germinacao (fases | e 1) e

desenvolvimento da plantula (fase III).

Nota: A curva representa o tempo decorrido para que ocorra a absorgdo de agua.
Fonte: NONOGAKI et al., 2010

3.1.3 Desenvolvimento vegetal

Segundo ALKIO e colaboradores (2005) plantas de Arabidopsis cultivaediii® em
presenca de FEN exibiram muitas caracteristicas de estresse, tais como reducdo do
crescimento radicular e do numero de folhas. Os tricomas foliares apresentaram deformacdes

anatdmicas, além de apresentarem-se em tamanho e numero reduzido. Entretanto, os autores
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destacam que o pequeno tamanho das plantas pode ser atribuido a uma reducdo na divisac
celular ou taxa de expansao vegetal. JA MALALLAH e colaboradores (1996) verificaram que
plantas deVicia faba tiveram uma reducéo significativa de biomassa quando desenvolvidas
em solo contaminado por petroleo, em comparacdo a plantas que cresceram em solo sem o
contaminante. Estas mesmas plantas apresentaram altos niveis de acucares, fenais,
aminoacidos livres e prolina. O aumento da concentracdo de proteina é estabilizado em
plantas em situacdes de estresse causado por dioxido sulfurico, o que leva a crer que a sintese
de proteinas e aminoacidos seria um mecanismo de detoxificacdo de 6xidos de nitrogénio nas
folhas das plantas.

De acordo com FISMES e colaboradores (2002), somente os HPAs de alto peso
molecular sdo capazes de serem absorvidos pelas raizes e translocados ao xilema. Os autore
consideram que os HPAs possuem caracteristicas lipofilicas e uma estrutura molecular muito

préxima a das giberelinas, que sédo substancias que estimulam o crescimento do caule.

3.1.4 Desenvolvimento radicular

A existéncia de um sistema radicular eficiente nos vegetais permite a exploragéo de
um grande volume de solo, assim como o suporte para muitas populagdes bacterianas nas
rizosfera e ao seu redor, produzindo exsudatos que podem afetar diretamente a atividade da
populacdo de rizobactérias (GERMIDA et al., 2002). A rizosfera, regido imediatamente ao
redor da raiz onde ocorre a biodegradacédo de contaminantes organicos, afeta imensamente a
atividade microbiana no solo. Neste local existe uma maior concentracdo dos nutrientes
organicos oriundos das raizes, o que interfere na microbiota do solo através da liberacéo de
células mortas, mucilagens, exsudatos, entre outras substancias, que podem ser liberadas pela:
raizes (DIAB, 2008).

A atividade de exsudacao radicular pode dar indicagdes sobre as condi¢des de estresse
as quais o vegetal estd envolvido (BENZARTI et al., 2008). O padrdao de exsudatos
radiculares é influenciado pela espécie vegetal, assim como seu estagio de desenvolvimento.
A liberacdo dos exsudatos afeta a bioviabilidade dos contaminantes, pois estes atuam como 0s
substratos primarios para a degradacao co-metabdlica de poluentes e estimulam o crescimento
de espécies biodegradadoras (GERMIDA et al., 2002).

GERMIDA e colaboradores (2002) destacam que 0os compostos quimicos hidrofébicos

nao sao facilmente transportados para dentro do vegetal porque ficam aderidos a superficie
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radicular, onde a proporcéo de lipidios € alta. Outros compostos, nédo tdo hidrofébicos, séo
facilmente absorvidos pelas raizes.

Os HPAs nos vegetais sdo absorvidos pela zona cortical das raizes, ou absorvidos
pelas células radiculares, sendo posteriormente transferidos para as partes aéreas. Soments
HPAs com baixo peso molecular sdo capazes de migrar para as parte aéreas, enquanto os de
alto peso molecular sao fortemente absorvidos pela epiderme radicular (FISMES et al., 2002).

Em relacéo ao Oleo, existem situacfes que este pode formar uma camada hidrofébica
na superficie do solo, evitando a movimentacdo de oxigénio e ocasionando situacdes
anaeroObicas para as raizes. Neste caso pode ocorrer maior ramificacdo das raizes, seja pel
deficiéncia de oxigénio ou pela redugao da disponibilidade de nutrientes (INCKOT et al.,
2008). Outro efeito provocado pela presenca do 6leo no solo € a formacédo de uma pelicula
cobrindo as raizes, alterando a absorcdo de nutrientes e agua, além da interferéncia do
crescimento vegetal (MARANHO et al., 2006).

DIAB (2008) descreve que em estudo realizado ¥aeia faba em solo contaminado
com petréleo foi confirmada a habilidade de as raizes vegetais neutralizarem e/ou removerem
os efeitos toxicos de poluentes do 6leo, fato este ocorrendo através dos exudatos, nutrientes e
outras substancias encontradas no solo. INCKOT e colaboradores (2008) em seu trabalho com
Mimosa pilulifera exposta a solo contaminado por petréleo descrevem que esta planta
apresentou visualmente maior densidade de pelos radiculares, o que aumentaria a superficie
de absorcdo. Tal fato indicaria menor retencdo de agua no solo contaminado e baixa
disponibilidade de fésforo. Os autores ainda observaram nas secc¢des longitudinais da raiz que
a regido meristematica estava menos desenvolvida, provavelmente devido a presenca de

particulas toxicas no petréleo (hidrocarbonetos).

3.1.5 Desenvolvimento foliar

Em ambientes com escassez de agua, a area foliar é reduzida, tornando as folhas mais
compactas. Esta caracteristica adaptativa seria uma consequéncia de alteracées morfologicas
nos tecidos internos, como mesofilo espesso e parénquima palicadico com células mais
alongadas, impedindo a perda de agua e conservando o suprimento de agua limitado do solo
por um periodo mais longo (TAIZ e ZEIGER, 2004). MARANHO e colaboradores (2006)
descreverangue folhas deP. lambertii expostas ao petréleo apresentaram um aumento no

espessamento, fato decorrente do alongamento das células do parénquima pali¢cadico,
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tornando-o mais esponjoso, e em algumas regides do limbo a formacédo de duas a trés
camadas de parénquima.

Com o objetivo de evitar a dessecacao, vegetais expostos a estresse hidrico aumentam
a sua capacidade de conducao pela ampliacdo da regido da nervura e reduzindo a distancia de
transporte. Sendo assim a superficie de transpiracdo torna-se reduzida e a area de sisteme
condutor aumentada (LARCHER, 2000).

A espessura da cuticula também é influenciada pelas condicdes ambientais adversas,
pois desempenha um importante papel na limitacdo da evapotranspiracdo excessiva. Plantas
expostas a condi¢cfes de estresse hidrico, além da cuticula espessa, também podem apresent:
paredes celulares mais espessas na epiderme (MARANHO et al., 2006).

Os HPAs podem ser transferidos para o vegetal através de particulas depositadas na
cuticula ou ceras das folhas, ou através de gases pelos estbmatos. Como os HPA séo
moléculas lipofilicas, sdo capazes de ultrapassar a cuticula pela solubilizacdo nas ceras das
folhas, mas também por apresentarem baixo peso molecular, possuindo a capacidade de
penetrar mais facilmente na cuticula foliar, segundo FISMES e colaboradores (2002). Estes
autores descreveram que a proporcao de HPAs nas folhas foi reduzida juntamente com a
reducdo da contaminacdo do solo, assim como HPAs de baixo peso molecular foram
simultaneamente assimilados da atmosfera pelas folhas e do solo pelas raizes.

MARANHO e colaboradores (2006) descrevem que as folhas de Podocarpus lambertii
expostas a solo contaminado com petroleo apresentaram reducdo de 75% no comprimento,
40% na largura e 78% na area foliar. Tal resultado demonstraria uma adaptacdo para o
desenvolvimento desta espécie nesta condi¢do de estresse, reduzindo a sua superficie de perd
de agua por transpiracdo. Esta resposta fisioldgica leva a um decréscimo na fotossintese e
consequentemente no crescimento vegetal. Segundo estes dtdesmbertii apresentou
uma tendéncia ao aumento do numero de estdmatos na condi¢cdo de estresse hidrico, sendc
esta mesma condicdo apresentada em situacdes de alta concentracdo de poluentes e
temperatura ambiental.

INCKOT e colaboradores (2008) descrevem alteracdes foliares em plantas cultivadas
em solos contaminados por petréleo. Chhimosa pilulifera estes autores identificaram a
reducdo de espessura de edfilo (primeiros pares de folhas), resultante do menor
desenvolvimento ocorrido na parte aérea destes vegetais. Porém, no mesmo trabalho, outros
autores sao citados, descrevendo deformacfes nos tricomas, aumento da espessura do limbc
(devido ao aumento no tamanho e namero de células do parénquima) e maior indice de

estbmatos (devido a indisponibilidade de agua).
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OMOSUN e colaboradores (2009) descreveram que a epiderme vegetal, quando
exposta a Oleo cru, apresentou-se irregular e muito sinuosa, com reducdo no numero de
estdbmatos por unidade foliar. Esta reducéo pode ser considerada um mecanismo de adaptacac
para reduzir a perda de agua por transpiracao.

O aparecimento de areas de aclorose foi descrito por ALKIO e colaboradores (2005)
em plantas de Arabidopsis expostas a FEN no culiivovitro. Estas areas também
apresentaram o aparecimento de necrose quando se ampliava o periodo de exposicdo. Estes
mesmos autores relataram que o desenvolvimento destes sintomas iniciava-se nos tricomas e
que, apos um periodo de acumulo do HPA nestes, ocorreria uma difusdo deste poluente para
as bases celulares, sendo posteriormente espalhados para as células adjacentes da base ¢
tricoma, até ocorrer o0 seu colapso.

A superficie fotossintética e os constituintes foliares de clorofila sdo os fatores
determinantes da producdo de biomassa total nos vegetais (CHANDRA et al., 2009). Porém,
na presenca de contaminantes, como 0 petrdleo, pode ocasionar respostas téxicas nos
vegetais, causando a destruicdo da clorofila e carotenoides (MALALLAH et al., 1996;
CHUPAKHINA e MASLENNIKOV, 2004).
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4 METABOLISMO SECUNDARIO OU ESPECIAL

Os vegetais produzem muitos compostos organicos, sendo que sua maioria nao
participa diretamente do crescimento e desenvolvimento do organismo. As vias metabolicas
primérias produzem poucos produtos finais, enquanto que as vias metabdlicas secundarias
produzem uma variedade de produtos, tais como terpendides, alcaloides e compostos
fendlicos. Sendo assim, no metabolismo primario a célula utiliza os nutrientes circundantes e
de baixo peso molecular para a atividade celular do organismo (HUSSAIN et al., 2012).

As rotas bioquimicas secundérias existentes nos vegetais permitem sintetizar muitas
substancias quimicas, normalmente em resposta as condigcbes ambientais (KENNEDY e
WIGHTMAN, 2011). Este metabolismo, denominado metabolismo secundario ou especial,
auxilia no seu crescimento, na defesa contra ataques de outros organismos e contra condi¢des
ambientais severas. O interesse na pesquisa destas substancias se destaca pela producgao ¢
compostos de interesse para industria farmacéutica, cosmética e alimenticia, quando
possibilita incrementar a qualidade nutricional de alguns vegetais (nutracéuticos)
(RODRIGUEZ e INFANTE, 2011; HUSSAIN et al., 2012). Atualmente esta investigac&o
mostra-se urgente, principalmente no caso dos antibioticos, devido a rapida propagacao de
bactérias e cepas patogénicas resistentes, o que resulta em graves problemas de saude public
(DICKSCHAT, 2011).

Os metabdlitos especiais representam uma interface quimica, caracterizada pela ampla
interacdo molecular, entre 0s vegetais e 0 meio em gque se encontra, sendo a maior rota na
adaptacao vegetal ao ambiente (Figura 3). Como a sua sintese é frequentemente afetada pela
condicbes ambientais e pela forte interacdo entre gendtipo e fendtipo, a constancia de
concentracdo destes metabdlitos nunca € uma regra (GOBBO-NETO e LOPES, 2007;
RODRIGUEZ e INFANTE, 2011).

Os metabdlitos podem ser especificos e Uinicos em uma espécie ou género vegetal, mas
também podem ser produzidos e ndo desempenhar nenhum papel no vegetal. Estes
metabolitos podem sofrer acdo de fatores fisioldégicos presentes nos préoprios vegetais, tais
como a idade e o desenvolvimento da planta, que podem influenciar ndo somente a
quantidade do metabdlito, como as propor¢gbes dos compostos. Os tecidos novos também
podem apresentar maiores taxa fotossintética de metabdlitos, assim como sua acumulagéo
pode ocorrer em tipos celulares ou 6rgdos especiais (GOBBO-NETO e LOPES, 2007;
KENNEDY e WIGHTMAN, 2011; MOHAMED e IBRAHIM, 2011).
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Figura 3 - Fatores ambientais que podem afetar o contetdo final de metabdlitos especiais.

Fonte: GOBBO-NETO & LOPES, 2007.

Os flavonoidessdo compostos fendlicos de baixo peso molecular queresn
naturalmente nos tecidos vegetais, incluindo os flavonois, flavonas, flavanonas, catequinas,
antocianinas, isoflavonoides, dihidroflavonois e estilbenos. Normalmente estéo localizados na
epiderme superior das folhas e possuem funcionalidade contra protecdo ambiental, como
radiacdo ultravioleta e defesa contra ataque de patégenos, atracdo de insetos polinizadores €
sinalizacdo de relacdes simbidticas (VERHOEYEN et al., 2002).

A rota biosintética de formacao dos flavonoides (Figura 4) ja foi bastante estudada nos
vegetais, assim como a sua regulacdo e as enzimas envolvidas para a producao das variada:
classes de flavonoides. Sua via de formacédo, que se da por via rotassintética mista, pela via do
malonato ou chiquimico (VERHOEYEN et al., 2002; HUSSAIN et al., 2012).

INCKOT e colaboradores (2008) descrevermmeducdo na quantidade de compostos
fendlicos em espécies expostas a solo contaminado por petréleo. Esta reducdo estaria
relacionada com a reducdo da quantidade de antioxidantes e na resisténcia da planta a
contaminagdo. Por outro lado, relatou que em situagcéo de estresse causado pela presenca d
Oleo, plantas d¥icia faba apresentaram aumento na sintese de compostos fendlicos. Tal fato
pode ser explicado pelas propriedades antioxidantes dos fendis, atuando como fitoalexinas na

resisténcia e estresse causado pelos hidrocarbonetos (MALALLAH et al., 1996).
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Figura 4 - Rota de biossintese dos flavonoides, incluindo a rutina, flavonoide predominante de
Ruta graveolens

Metabolismo para formacao dos flaoncides

Fonte: VERHOEYEN et al., 2002.
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5 RUTA GRAVEOLENSL.

A Ruta graveoleng. tem sido uma das plantas-chave da farmacopeia europeia desde
0s tempos ancestrais. O termo “ruta” é derivado do grego e significa libertar, relacionado a
capacidade de “limpeza de maus fluidos”. Suas propriedades foram reconhecidas por grandes
autores gregos e romanos, tais como Hipdécrates, Dioscoriades e Plinio (ASGARPANAH e
KHOSHKAM, 2012; DIWAN et al., 2012). E uma planta nativa da regido mediterranea e do
sul da Europa que forma subarbustos perenes com aproximadamente 0,6 a 0,9 m de altura
(Figura 5A), de ramos e folhas de coloracéo verde azulada. As folhas com 7,6 a 12,7 cm sao
compostas e pinuladas com segmentos de forma oblonga (Figura 5B), normalmente séo
carnudas e com aspecto opaco, formando uma folhagem forte e com cheiro ocre quando séo
lesionadas. As inflorescéncias paniculadas sao pequenas e com flores amarelas, que florescerr
no verao cobrindo boa parte do subarbusto. Cada flor tem aproximadamente 1,3 cm com
quatro pétalas cbncavas (Figura 5C) (OLIVA et al.,, 2002; YAMASHITA et al., 2009;
ASGARPANAH e KHOSHKAM, 2012).

Figura 5 -Ruta graveolens

Legenda: (AHabitusarbustivo; (B) Detalhe da filotaxia; (C) Detalhe da inflorescéncia.
Fonte: ASGARPANAH & KHOSHKAM, 2012.

7

Conhecida popularmente no Brasil como “arruda” ou “ruta de cheiro forte” é uma
planta aromatica, utilizada na culinaria e na medicina popular. Na América do Sul é cultivada
como ornamental e medicinal, porém seu uso também se destaca na cultura popular contra
situacOes maléficas (FAISAL et al., 2005), decorrentes de dificuldades das relagbes humanas.

Sendo mencionada em farmacopeias de 28 paises, seu uso medicinal se destaca devido
a presenca de seus metabdlitos especiais, sendo os flavonoides e os alcaloides as substancia
encontradas em maior quantidade. Dentre os compostos ja identificados destacam-se 0s

proprios flavonoides (quercitina e rutina), as cumarinas (como o psoraleno e bergapteno), os
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acidos organicos (acido anisico e caprinico), os terpendides (limoneno e pineno), as lactonas e
as varias classes de alcaldides (OLIVA et al., 2002; FAISAL et al., 2005; KUZOVKINA et

al., 2009; BENAZIR et al., 2011). A presenca de tais substancias a permitem ser considerada
como estimulante e diurética. Além de ter seu uso investigado em dermatoses, como psoriase
e vitiligo, possui das suas propriedades anti-inflamatérias e anticancerigenas (MASSOT et al.,
2000; OLIVA et al., 2002; DIWAN et al., 2012).

Os compostos fendlicos compreendem um grupo de substancias que apresentam
estrutura quimica de carbono, tendo sua biossintese e bioatividade afetadas pela a radiacéo
ultra-violeta (PAVARINI et al., 2012). Os flavonoides, pertencentes ao grupo de compostos
fendlicos, sdo descritos como substancias antioxidantes, protegendo os tecidos contra radicais
livres e peroxidacdo. A rutina (Figura 6), um dos constituintes mais conhecidBs de
graveolenspossui a capacidade de aumentar a resisténcia dos capilares sanguineos evitando a
ruptura destes e, consequentemente, as hemorragias (CRUZ et al., 2010; BENAZIR et al.,
2011). Esta substancia também ja foi descrita com propriedade antioxidante, anticancer e anti-
inflamatoria (BENAZIR et al., 2011).

Figura 6 - Estrutura molecular da Rutina.

Todos os 6rgaode R. graveolenpossuem principios ativos, que -séo sintetizados nas
raizes e nos brotos (Figura 7). Boa parte dos compostos fendlicos € encontrada nas folhas,
principalmente depois da época de floracdo, porém o nivel destes compostos pode variar
conforme a estacdo, idade e local onde o vegetal se encontra (FAISAL et al., 2005;
KUZOVKINA et al., 2009; BENAZIR et al., 2011).

O dleo essencial de. graveolensdevido a presenca de glandulas pellcidas, possui
odor forte e um tanto pungente, sendo utilizado como anti-helmintico, antiespasmadico,
antiepilético e rubefaciente, devido a presenca de cetonas, alcoois, ésteres e terpenos
(FAISAL et al., 2005; SANTOS et al.,, 2009; BENAZIR et al., 2011). Seu uso também se
destaca na industria farmacéutica e de cosméticos. Sabonetes de arruda sédo indicados nc
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controle de ectoparasitas (piolho) e a presenca de metil-nonil-cetona no seu 0Oleo essencial
(80% a 90%), induz contracOes uterinas e congestao pélvica levando a hemorragias uterinas,
e, consequentemente, ao abortamento (FAISAL et al., 2005). Por esta razdo é considerada

toxica e seu uso deve ser controlado.

Figura 7 - Perfil fitoquimico de extrato metandlico de R. graveolens.

Flavonoides
Terpenoides

Alcaloides

Caule

Fonte: BENAZIR et al., 2011.



42

6 CULTIVO IN VITRO

A pesquisa do cultivo vegetal vitro tem sido aplicada como tecnologia alternativa
para a producdo de metabdlitos especiais, viabilizando a sintese de diferentes produtos em
relacdo a planta mantida em ambiente natural (CAl et al.,, 2011). Além disto, esta
biotecnologia permite monitorar a capacidade das células vegetais em tolerar, assimilar,
detoxificar e estocar muitos compostos organicos e poluedtggnto em comum desta
técnica com outras mais convencionais estd em favorecer a capacidade de expressdo
metabdlica e genética das células vegetais, porém destaca-se pelas condi¢bes de cultivo
assépticas, pela otimizacdo da producdo de metabdlitos que podem ser liberados no meio de
cultura e pela selecéo de clones para a regeneracdo vegetal, entre outros aspectos (Figura 8
(DORAN, 2009).

Figura 8 - Caracteristicas da cultura de tecidos vegetais, cultivo hidropénico e em campo.

Fonte: DORAN, 2009.

A cultura de tecidos vegetais (CTV) oferece uma boa alternativa para a obtencdo de
uma populacdo vegetal estavel, permitindo ainda a producdo de moléculas bioativas em
condi¢des controladas e a possibilidade real de protocolos reproduziveis. Nestas condicdes,

alguns metabdlitos vegetais podem ser acumulados em quantidades maiores do que na planta
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parental, o que sugere que a producdo de metabdlitos especidi® possui um grande
potencial de uso em grande escala (CAl et al., 2011).

Esta técnica também se destaca devido ao tempo requerido para obter uma resposta ser
reduzido, quando comparada com outros métodos de cultivo. Devido aos vegetais serem
cultivados em um meio asséptico, as espécies utilizadas podem ser utilizadas para identificar
as respostas e as capacidades metabodlicas das células vegetais aos organismos que sa
encontrados na rizosfera (DORAN, 2009).

HUSSAIN e colaboradores (2012) destacam numa revisdo sobre a abordagem para a
producéo in vitro de metabdlitos especiais em plantas, que a principal vantagem da CTV é
fornecer uma continua e confiavel fonte de produtos fitofarmacéuticos, podendo ser aplicada
técnicas, onde os metabdlitos demandados possam ser extraidos e ter a sua producao
controlada.

Uma estratégia bastante utilizada na producdo in vitro de metabdlitos especiais é a
utilizacdo de elicitores bidticos ou abibticos. Na CTV peste recurso pode desencadear a
formacdo dos metabdlitos ou incrementar a sua producdo. Elicitor pode ser definido como
uma substancia que, quando introduzido em pequenas concentracoes em um sistema celular
Vvivo, inicializa ou induz a biossintese de compostos especificos. Sendo assim, objetivando o
rendimento elevado de compostos para a comercializagdo, muitas pesquisas tém focado no
isolamento de substancias, sua biossintese em culturas celulares e a avaliacdo de suas
atividades, selecionando plantas com alta producdo de compostos. A adicdo precursores ao
meio de cultivo, métodos de transformacéo vegetal e técnicas de imobilizacdo celular séo

algumas estratégias biotecnoldgicas empregadas (CAl et al., 2011; HUSSAIN et al., 2012).

6.1  Cultivo in vitro de R. graveolens

A CTV deR. graveolenglesperta interesse devido a potencialidade de producéo de
metabdlitos especiais de importancia medicinal da espécie e também devido a manutencao
das suas propriedades celulares e de seus tecidos (FAISAL et al., 2005; KUZOVKINA et al.,
2009). MASSOT e colaboradores (2000) relatam que broté& deaveolengproduzidosin
vitro séo ricos em furocumarinas. JA DIWAN e colaboradores (2012) descrevem que a CTV
desta espécie tem sido investigada como uma fonte alternativa de antioxidantes naturais.

KUZOVKINA e colaboradores (2009) através do cultivo de raizes transformadas desta
espécie sintetizaram metabdlitos especiais que séo tipicos de raizes da planta intacta. Com isto

demonstraram que estes metabdlitos podem estar disponiveis por um longo periodo de
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cultivo, assim como a possibilidade de dispor de material vegetal para andlises de perfil
fitoquimico e fisiologicas.

Embora as pesquisas sobre a propagacéiro deR. graveolenga estejam bastante
avancadas, incluindo respostas morfogénicas com diferentes tipos de meios de cultura
(BOHIDAR et al., 2008), ndo hé relato sobre a produgaadtro da espécie considerando o
cultivo em presenca de HPA e a avaliacdo de metabdlitos de interesse por possivel processo

de elicitacéo.

Face ao exposto, o presente trabalho tem como finalidade estudar os aspectos do
desenvolvimentan vivo ein vitro deR. graveolensbaseando-se no conhecimento prévio de
que espécies medicinais e/ou aromaticas podem responder fisiologicamente a determinadas
situacdes de estresse ambiental aumentando a sintese de compostos de interesse.

Tendo em vista a diversidade de temas estudados, o trabalho sera apresentado em itens
que correspondem aos manuscritos elaborados de cada tema abordado. Um quarto trabalho
resultante das pesquisas que compdem a fundamentacao teorica ja foi publicado e encontra-se

nos Apéndices.
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7 OBJETIVOS

7.1 Geral

Este trabalho tem como finalidade avaliar as respostas morfolégicas e metabdlicas de
Ruta graveolens(Rutaceae), sob acdo dos hidrocarbonetos de petréleo fenantreno e
benzo(a)pireno, tendo em vista 0 conhecimento prévio que espécies medicinais/aromaticas
podem responder fisiologicamente a determinadas situacbes de estresse ambiental

aumentando a sintese de compostos de interesse.

7.2 Especificos

= Avaliar o efeito do petroleo cru, do solo biorremediado e do 6leo diesel sobre o
processo germinativo sob condi¢des in vivo;

= Avaliar o efeito de fenantreno e benzo(a)pireno sobre o processo germinativo sob
condigdes in vitro;

= Avaliar o efeito de fenantreno e benzo(a)pireno sobre o desenvolvimento de brotos e a
producédo de rutina, sob condicdes in vitro;

= Analisar a influéncia de fenantreno e benzo(a)pireno sobre a producéo de compostos

fendlicos totais e flavonoides totais em brotos sob condigdes in vitro.
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8 METODOLOGIA GERAL

O estudo foi desenvolvido em trés etapas. A primeira etapa consistiu em avaliar a
germinacdo deR. graveolenssob condi¢desin vivo em solo biorremediado e solo
contaminado com oOleo cru. Depois foi avaliada a germinagcéo em solo contaminado com 0leo
diesel. A segunda etapa consistiu em avaliar a germinacdo sob condigdgs e seu
desenvolvimento em meio contaminado com dois hidrocarbonetos selecionados (fenantreno e
benzo[a]pireno). A terceira etapa envolveu experimentos de cultura de tecidos vegetais, para
avaliar a capacidade de propagacéo e producao de metaimolitme em meio contaminado

com os hidrocarbonetos selecionados (Figura 9).

Figura 9 - Fluxograma das atividades desenvolvidas no presente estudo.
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8.1  Desenvolvimento vegetal em substrato contaminado

8.1.1. Material vegetal

Para os testes de germinagéaovivo ein vitro, assim como para o inicio da CTV,
foram adquiridas sementes comerciaifRdgraveolensla marca ISLA® (Figura 10). Para a
CTV, as sementes (Figura 11) foram previamente desinfestadas e germimadis,
conforme metodologia descrita nos itens 8.1.2.3 para o cuitivivo e 8.1.3.3 para o cultivo
in vitro. Das plantulas obtidas vitro, foram retirados os hipocoétilos que se tornaram o0s
explantes para a producao de brotos a serem utilizados na avaliacdo das respostas dos vegetai

nos demais estudos in vitro.

Figura 10 - Embalagem das sementes comerciais de R. graveolens da marca ISLA®

Figura 11 - Sementes & graveolensitilizadas para a germinacéo in vivo e in vitro.

W
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8.1.2 Germinacao in vivo em solo contaminado

Os testes de germinacdn vivo e a contaminacdo do solo foi conduzida no

Laboratorio de Fitorremediacéo e Fitotecnologias (LABIFI) da Faculdade de Engenharia.

8.1.2.1 Substrato biorremediado e contaminado com petroleo

A germinacaan vivo foi conduzida em sete tipos de substrato: areia; solo comercial
(SC) (New solo — Verdi Max Art Paisagismo Ltda.); solo argiloso contaminado com petroleo
nas concentracbes de 0,8% (P0,8) e 2,8% (P2,8) (peso/peso seco), sendo esta ultima
contaminacéao feita de modo artificial; solo remediado através de bioestimulo (BioS) (ajuste
de pH) e através de bioaumentacdo (com composto de residuo solidos urbanos - RSU - com 2
(BioA2) e 7 (BioAl) meses de maturagao fornecido pela Companhia Municipal de Limpeza
Urbana do Rio de Janeiro COMLURB), fornecido pela equipe de Biorremediacdo do
LABIFI.

Devido a consisténcia macica dos solos biorremediados, foi adicionado a todos os
solos 2% de casca de coco (Nutriplast) (v.v-1) para permitir melhor drenagem no solo. No
substrato areia, considerado o substrato controle, ndo foi adicionado casca de coco, visto que
este é o substrato indicado para a realizacdo de testes de germinacao segundo as “Regras d
Andlise de Sementes do Ministério da Agricultura” (RAS) (Brasil, 2009).

Como a areia foi utilizada como substrato padrdao, segundo metodologia indicada na
RAS (Brasil, 2009), foi peneirada em peneira de 2,0 mm e autoclavada a 1 atm por 1 hora.

O solo contaminado com petrdleo foi fornecido por uma empresa do setor (home nao
divulgado), proveniente de uma mina de carvao, o qual apresentava contaminacao de 0,8%
com petroleo cru (dado fornecido pela empresa). A caracterizacdo do solo franco-argiloso,
analises quimicas e fisicas, foi realizada pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(Embrapa) Solos do Rio de Janeiro, sendo as caracteristicas expostas na Tabela 3.

Parte do solo sofreu contaminacgéao artificial com petréleo cru, também fornecido pela
empresa (Figura 12). A contaminacgao consistiu de adicionar 2% (p/p seco) de Oleo ao solo
utilizado no teste e homogeneizar a solugdo manualmente. Apés 15 dias para volatizagéo, o
solo foi colocado nas caixas platicas com subdivisdo em células para semeadura e,

posteriormente, semeado.
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Tabela 3 - Caracterizacdo quimica do solo utilizado no experimento de germinaRdo de

graveolens em solo contaminado com petroleo.

Solo
Areia 404 g/kg
Argila 300 g/kg
pH 5.4
ct 7,2 cmol/kg
Mg** 1,5 cmol/kg
K* 0,17 cmol/kg
Al%* 0 cmol/kg
P assimilavel 8 mg/kg
C organico 41,6 g/kg
N 1,8 g/kg

Nota: Realizada pela EMBRAPA Solos/Rio de Janeiro.

Figura 12 - Contaminacdo do solo com petroleo cru (P2,8) para a germinagdo de

graveolens

8.1.2.2 Substrato contaminado com 6leo diesel

O solo utilizado para a contaminacdo com Oleo diesel foi fornecido pela Embrapa
Solos/RJ, caracterizado como areia-franca, sendo que a sua caracterizacao e analises quimica:
e fisicas, foram realizadas pela Embrapa Solos do Rio de Janeiro (Tabela 4).

O dleo diesel (OD) comercial classificado como diesel metropolitano (S50) (Figura
13) foi adquirido em posto de venda de combustivel da cidade do Rio de Janeiro/RJ e com
caracteristicas quimicas e fisicas detalhadas no Anexo I.
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Tabela 4 - Caracterizacdo quimica do solo utilizado no experimento de germinacdo de R.

graveolens em solo contaminado com 6leo diesel.

Solo
Areia 812 g/kg
Argila 108 g/kg
pH 5,0
ca’ 1,7 cmol/kg
Mg 0,5 cmol/kg
K* 0,19 cmol/kg
Al 0,4 cmol/kg
P assimilavel 46 mg/kg
N 4,8 g/kg

Nota: Realizada pela EMBRAPA Solos/Rio de Janeiro.

Figura 13 - Pesagem do OD para contaminacao do solo fornecido pela Embrapa-Solos.

r' i.’f
K %

Devido as diferentes concentracbes de contaminacao utilizadas, o experimento foi
realizado em duas etapas. Na primeira etapa do experimento foram utilizadas as
concentracdes de 0%; 0,25%; 0,5%; 1,0% e 2,0% de OD (p/p seco), enquanto que na segunda
etapa foram utilizadas as concentracdes de 0%; 3,0%; 4,0%; 5,0% e 6,0% de OD (p/p seco).

Realizada a contaminacédo, o solo foi mantido em capela de exaustdo a fim de
volatilizar o OD por 15 dias. Ap6s este periodo, o0 solo foi acondicionado nas bandejas de
germinacao contendo 60 células, previamente desinfestadas com NaClO 0,5 % e alcool 70%
antes de receberem os substratos.
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8.1.2.3 Desinfestacao das sementes

Antes da semeadura, as sementes foram mantidas refrigeradas a 5-10 graus por sete
dias, segundo descritas na RAS (BRASIL, 2009). ApOs este periodo as sementes foram
previamente desinfestadas por imersédo, em trés ciclos de dez minutos em solugdo de

hipoclorito de sodio (5%) e agua destilada (Figura 14).

Figura 14 - Desinfestacdo das sementes R. graveptensiersao em hipoclorito.

Nota: Sob agitacdo com agitador magnético

8.1.2.4  Semeadura no experimento com solo biorremediado e contaminado com petréleo

Apés o tratamento de desinfestacdo, as sementes foram mantidas nos substratos em
pequenas estufas plasticas, cada uma contendo duas caixas plasticas com subdivisfes en
células para semeadura. As estufas plasticas e as caixas plasticas (Figura 15) foram
previamente desinfestadas com NaClO 0,5 % e alcool 70% antes de receberem os substratos.

A germinacao foi realizada em camara de germinacao (Figura 16) durante 28 dias para
R. graveolenssegundo descrito na RAS (BRASIL, 2009). A estufas plasticas, contendo duas

caixas plasticas com subdivisbes em seis células para semeadura cada, mantidas durante ¢
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periodo de andlise na camara de germinacao, com fotoperiodo de oito horas e temperatura de
+ 25°C.

Figura 15 - Substrato distribuido em caixa plastica.

Nota: Caixa plastica com subdivisdo em células para semeadura.

A irrigacao foi feita por aspersdo manual de agua destilada diariamente, segundo a
necessidade de manter o substrato imido para a germinagédo das plantulas e uma lamina de

agua nas estufas plasticas.

Figura 16 - Germinacéo in vivo de R. graveokemsCamara de germinacao.
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8.1.2.5 Semeadura no experimento com solo contaminado com 0leo diesel

Feita a semeadura (Figura 17), as bandejas com o solo foram mantidas em estante de
germinacao (Figura 18), em sala climatizada, com temperatura média de 21°C, fotoperiodo de
8 h de luz (branca/Growlux®) e hidratadas diariamente com agua destilada através de

aspersao manual.

Figura 17 - Semeadura de R. graveokemssolo contaminado artificialmente com OD.

Figura 18 - Estante de germinacdo em sala climatizada do LABIFI/UERJ.
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8.1.3 Germinacao in vitro em meio de cultura contaminado com hidrocarbonetos

Os experimentos de germinacao vitro foram realizados no Laboratério de
Biotecnologia de Plantas (LABPLAN) do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes
(IBRAG), ambos localizados no Campus Maracana da UERJ.

As culturas foram mantidas em sala climatizada com temperatura de 26 + 2°C, com

16 h de fotoperiodo durante a realizacao dos experimentos.

8.1.3.1 Solucdes de HPAs

Devido a serem substancias modelo utilizadas usualmente na pesquisa cientifica em
solos contaminados por hidrocarbonetos e apresentarem diferencas quimicas quanto a
presenca de anéis aromaticos, foram selecionados os hidrocarbonetos fenantreno (FEN) e
benzo[a]pireno (B[a]P) para a realizacdo dos experimentegro. O padrédo de FEN (98%
de pureza) e B[a]P (96 pureza — grau HPLC) foram adquiridos da Sigma-Aldrich® Brasil.
Estes padrdes foram dissolvidos em diclorometano (DCM) (Tedia grau HPLC) para posterior

adicao ao meio de cultura.

8.1.3.2 Meio de cultura contaminado

A germinagédoin vitro foi avaliada nos meios de cultura MS (MURASHIGE &
SKOOG 1962), suplementado com 30 g/L de sacarose e 8 g/L de agar, sendo o pH do meio
ajustado com 0,1 M de acido cloridrico (HCI) para 5,8. Este meio de cultura foi, ou néo,
suplementado com os HPAs isoladamente (FEN e B[a]P) apés a autoclavagem.

As concentracdes das soluc¢des escolhidas seréao de 1,0, 5,0 e 10,0 mg/L de meio para
FEN-DCM e 0,001, 0,010 e 0,100 mg/L de meio para B[a]P-DCM. Para estes experimentos
houve dois controles, um com DCM puro adicionado ao meio MS e outro composto de MS
sem nenhuma suplementacdo. O meio MS suplementado com os HPAs, ap0s a adicdo ao meio
de cultura foi previamente autoclavado em capela de fluxo laminar, sendo mantido em sala
climatizada por trés dias, a fim de evitar a utilizacdo de meio contaminado por manipulagcéo
erronea.

Apos trés dias, as sementes previamente desinfedtadm adicionadas aos tubos

de ensaio (15 cm de altura e 2,5 cm de diametro) com 10 mL de meio MS contaminado
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artificialmente com os HPAs. Os tubos de ensaio foram fechados com tampa de papel

aluminio e selados com filme pléstico (Figura 19).

Figura 19 - Sementes de. graveolensinoculadas em tubos de ensaio com meio MS,

suplementado ou ndo com a solucao de FEN.

Nota: Tubos marcados com tarja vermelha, com meio MS suplementado com solucdo de FEN

Os tubos de ensaio com as sementes foram mantidos em sala climatizada com
temperatura de 26 £ 2°C, com 16 h de fotoperiodo por 28 dias para a analise da germinacao e

60 dias para analises de crescimento e sobrevivéncia.

8.1.3.3 Desinfestacdo das sementes

As sementes adquiridas comercialmente foram desinfestadas através do seguinte

procedimento, segundo protocolo modificado de FIGUEIREDO et al. (2001):

1°. Na bancada, as sementes foram separadas, lavadas com peneira em agua corrente po
cinco minutos. Apos a lavagem, as sementes foram imersas em solucdo de 4gua e detergente
comercial (10 %) e agitadas por 10 minutos. Novamente as sementes foram lavadas em agua
corrente e posteriormente em agua destilada a fim de passarem pela continuacdo do processc
de desinfestacao na capela de fluxo laminar.

2°. Na capela de fluxo laminar, previamente esterilizada, as sementes foram colocadas em um

frasco estéril com solucdo de NaClO (2,5 %) e uma gota de Tween® 20. Foram mantidas em
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agitacdo por 20 minutos e depois lavadas trés vezes em agua destilada estéril por 5 minutos
(cada banho). Apds o ultimo banho com agua destilada estéril, as sementes foram colocadas

para secar em papel filtro estéril, para posterior inoculacao nos frascos.

8.1.4 Parametros de avaliacdo do processo germinativo

As andlises foram realizadas periodicamente, em dias alternados, sendo registrado o
namero de sementes germinadas em cada substrato. Foram consideradas germinadas a:
sementes em que houve a protusdo de uma das partes do embrido de dentro dos envoltérios.
no caso a radicula (critério botanico). No caso das sementes germinadas em solo
contaminado, as mesmas foram retiradas do solo e armazenadas para posterior analise,
metodologia indicada na RAS (BRASIL, 2009) para ndo haver interpretacdo errébnea no
namero de sementes germinadas.

Foram calculados a porcentagem final de sementes germinadas (%G) e o indice de
velocidade de germinacéo (IVG), segundo a formula de Maguire (1962) (Equacéo 1), na qual
Gi1, & e G, correspondem ao numero de sementes germinadas nas contagens 1, 2 e n,
respectivamente, enquanto @ N, e N, correspondem ao numero de dias ap0s a semeadura.

G G G
IVG= 2+ 2+, + 2

T N, Equacao 1

A frequéncia relativa de germinacdo e a entropia (indice de sincronizacdo) foram
calculadas segundo estabelecido por LABORIAU & AGUDO (1987) (Equacédo 2),fionde
corresponde a frequéncia relativa da germinacdo (Equacadl 8peesponde ao ultimo dia
de observacédo da germinacao.

E= J¥,fi. logy(fi) Equacdo 2

ni

fi= 5 Equacéao 3

k .
i=1 "

O indice de germinacdo (IG) para as duas espécies nos diferentes substratos foi
calculado segundo MARQUES et al. (2010) (Equacéo 4).

média de germinagido no tratamento X

1G = Equacao 4

média da germinagio no tratamento controle
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No experimento utilizando solo contaminado com OD, assim como na CTV, ao final
do periodo de germinacéo, as plantulas germinadas foram mantidas por mais 30 dias no solo a
fim de avaliar o comprimento da parte aérea e radicular, a massa fresca e a quantidade de
foliolos desenvolvidos. Ao final deste periodo, as plantulas foram retiradas do solo, as raizes
lavadas e secas manualmente. Estas plantulas tiveram a parte aérea e radicular medidas con
régua milimétrica, numero de foliolos desenvolvidos contados e pesadas em balanca analitica

eletrénica de preciséo para avaliar a sua massa fresca.

8.1.5 Cultura de tecidos vegetais

8.1.5.1 Fonte de explantes

Foram germinadas 180 sementesRdgyraveolengm meio MSO para a obtencao de
plantulas como fonte de explantes. Das sementes germinadas (Figura 20), ap6s um més,
foram obtidas plantulas (Figura 21) das quais foi excisados os hipocétilos com 1 cm (parte do
caule da plantula situada entre o ponto de insercdo dos cotilédones e inicio da radicula) e
recultivados para meio MS sem suplementacao para estabelecimento de populacédo clone. As
plantas oriundas destes cultivos eram recultivadas a cada 15-20 dias para meio MS sem

suplementacdo hormonal para manutencéo do estoque in vitro (Figura 22).

Figura 20 - Sementes & graveolengierminadas em meio MSO.
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Figura 21 - Plantulas de graveolen®riundas de sementes germinadas in vitro.

-

= i

Nota: Plantulas das quais foram retirados os hipocétilos para estabelecimento de populacéo clone

Figura 22 - Estoque in vitro de R. graveolemsindas de sementes germinadas in vitro.

Nota: Estoque recultivado a cada 15/20 dias para meio MS sem suplementa¢éo hormonal

8.1.5.2 Meios de cultura

Para a germinagcdo das sementes, utilizou-se meio MS (MURASHIGE & SKOOG
1962), suplementado com 30 g/L de sacarose e 8 g/L de agar, sendo o pH do meio ajustado
com 0,1 M de acido cloridrico (HCI) para 5,8. O meio foi distribuido em frascos pequenos 10
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mL fechados com tampa plastica e selados com filme plastico, sendo autoclavados por 15 min

auma atmosfera.

8.1.5.3 Resposta de plantas a presenca dos contaminantes

A respostan vitro dos brotos d&. graveolendgoi avaliada nos meios de cultura MS
suplementado e ndo suplementado com os HPAs isoladamente (FEN e B[a]P) e a0 mesmo
tempo, seguindo o mesmo procedimento descrito nos itens 8.1.3.1 € 8.1.3.2.

Os brotos provenientes de populagéo clonal ja estabelaciiteo, foram adicionados
aos frascos (10 cm de altura e 7 cm de diametro) com 30 mL de meio MS contaminado
artificialmente com os HPAs. Os frascos foram fechados com tampa plastica e selados com
filme plastico (Figura 23).

Durante o periodo de 30 dias, a cada dois dias, foram realizadas analises do perfil

fitoquimico, da quantificacdo de compostos fendlicos e de flavonoides totais.

Figura 23 - Brotos d&. graveolen®riundas de sementes germinathasitro, utilizadas nos

experimentos de avaliagdo das respostas a fenantreno e benzo(a)pireno sob condic¢des in vitro.
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8.1.6 Avaliacdo da producdo de metabdlitos

8.1.6.1 Quantificacdo dos Compostos Fendlicos

A quantidade de compostos fendlicos totais em cada repeti¢do foi determinada através
de técnica colorimétrica Folin-Ciocalteau (adaptada de SINGLETON et al., 1999) .

O material vegetal fresco (1g) foi submetido a extracdo em 10 mL de metanol 80%,
colocado no ultrassom por 10 min, filtrado a vacuo e centrifugado a 7.000 rpm por 7 min a
20°C. Em 100 pL de extrato (sobrenadante do filtrado) foi adicionado 1,5 mL de agua e 100
uL de reagente Folin-Ciocalteau e, apds 2 minutos, 300 uL de carbonato de sgdi@:;Na
Apo6s 30 minutos a 20°C no escuro foi realizada a leitura a 765 nm, sendo o branco composto
de 70 puL de agua. A gquantidade de compostos fendlicos totais foi calculada utilizando curva
analitica estabelecida com &cido gélico (5 pg/ml a 25 pg/ml) e expressa em mg em
equivalente de acido galico (EAG)/g de peso fresco.

8.1.6.2 Quantificagéo dos Flavonoides Totais

A quantidade de flavonoides em cada repeticdo foi determinada através de técnica
colorimétrica (adaptada de PARK et al., 1998 e NAGAI et al. 2003).

O material vegetal fresco (1g) foi macerado em 10 mL de metanol 80%, colocado no
ultrassom por 10 min, filtrado a vacuo e centrifugado a 7.000 rpm por 7 min a 20°C. Em 250
uL de extrato (sobrenadante do filtrado) foi adicionado 2,5 mL de alcool 96°, 50 uL de
acetato de potassio 1 M (@EIOOK) e 50 pL de nitrato de aluminio 10 % (p/v) (AINQA
solucéo foi lida a 415 nm, sendo o branco composto de metanol 80 %. A quantidade de
flavondides foi calculada utilizando curva analitica estabelecida com rutina (10 pg/ml a 50

png/ml) e expressa em mg em equivalente de rutina (ER)/g de peso fresco.

8.1.6.3 Andlise por CLAE-UV-EM

As analises por CLAE-UV-EM (cromatografia de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria no ultravioleta e espectrometria de massas) foram realizadas na central
analitica do Instituto de Quimica da UERJ, através de técnica adaptada de
WAKSDMUNDZKA-HAJNOS e SHERMA (2011).
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Para esta analise foi utilizado o equipamento Shimadzu® composto pelo
degaseificador (DEU20AS), duas bombas (LC20AD), injetor automatico (SIL20AC), detector
de UV comprimento de onda fixo (SPD20A) em 254 nm, forno (CTO20A) e interface
(CSM20A). Coluna Thermo Scientific® RP18 (25 cm x 4,6 mm X de 5um). O fluxo da fase
moével foi de 0,5 mL/min sem programacdo de temperatura, enquanto a fase moével teve
gradiente do tipo rampa que iniciou com 100 % de agua MilliQ acidificada com acido acético
glacial (Sigma-Aldrich®) a pH 3,0 e 0 % de acetonitrila (Tedia®) e em 120 minutos inverteu-
se para agua acidificada 0 % e acetonitrila 100 %, finalmente em 126 minutos foi
restabelecida a condicao inicial.

A identificagcéo da rutina (98% de pureza- adquirido da Sigma-Aldrich®) foi realizada
através da comparacdo dos tempos de retencdo do padrdo rutina e dos seus respectivos
espectros de massas, sendo esta a forma segura de identificacdo das substancias quando
utilizado padrdo adequado. Segundo estas analises, pode-se comprovar que ndo houve
variacdo na composi¢ao quimica das plantas expostas as condicdes testadas.

8.1.7 Anélise Estatistica

Para os experimentos de germinagdo em solo contaminado com petrdleo e solo
biorremediado foram realizadas duas repeticbes com 24 sementes cada, totalizando 48
sementes em cada tratamento. Nos experimentos com OD foram realizados cinco repeticdes
com 60 sementes cada, totalizando 300 sementes em cada tratamento. Nos experimentos de
germinagaan vitro foram realizados quatro repeticdes com 20 sementes cada, totalizando 80
sementes em cada tratamento. E nos experimentos de resposta da sintese de metabdlitos
secundariosn vitro foram realizados quatro repeticbes com 18 brotos cada, totalizando 72
brotos em cada tratamento. Em todos os experimentos foram realizadas trés analises em cada
periodo por tratamento.

Os dados de cada experimento foram processados utilizando o software Microsoft®
Office Excel e os resultados analisados através da Andlise de Variancia (ANOVA - one-way)
utilizando-se o software IBM SPSS Statistics 20®. As meédias foram separadas pelo teste de
Tukey ou DMS (Diferenca Minima Significativa), ao nivel de 95 % (p05).
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CONCLUSOES GERAIS

No presente trabalho foi proposto avaliar os aspectos do desenvolvimegivio ein

vitro de R. graveolensna presenca de petréleo e derivados, assim como de hidrocarbonetos

de petroleo. Do exposto, foi possivel concluir:

a) Desenvolvimento in vivo:

As sementes de arruda apresentaram menor capacidade de germinacdo em solos
contaminados e em seguida biorremediados com contaminacdo remanescente,

principalmente em solos biorremediados através do processo de bioestimulo;

Em solos recém-contaminados por 6leo cru e 6leo diesel, as sementes de arruda
apresentaram capacidade de germinar, porém o desenvolvimento pos-seminal foi

afetado nas concentracdes acima de 0,5% de Oleo diesel;

O comportamento germinativo das sementes de arruda nas condi¢des testadas indica

que a espécie tem potencial para uso em biomonitoramento de solos contaminados.

b) Desenvolvimento in vitro:

Na exposicaoin vitro aos hidrocarbonetos selecionados, as sementes de arruda
germinaram e apresentaram capacidade de desenvolvimento e producdo de biomassa
nas concentracdes de até 10 mg/L de fenantreno e de até 0,1 mg/L de benzo[a]pireno;
A tolerancia demonstrada pela espécie para gernmneitro na presenca dos dois
hidrocarbonetos selecionados, a habilita para o cultivo em areas contaminadas nos
niveis investigados;

Nos experimentos de propagac@ovitro, a morfogénese ocorreu na auséncia de
fitoreguladores e com suplementacao de contaminantes;

A propagacdo e multiplicacdia vitro ndo foi prejudicada pela presenca dos dois
hidrocarbonetos no meio de cultura e os brotos mantiveram o seu desenvolvimento na

presenca das substancias.
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c) Andlises fitoquimicas:

« Mesmo na presenca dos contaminantes, foi observada a producdo de metabdlitos de
interesse, sem mudangas significativas nos niveis de compostos fendlicos e
flavonoides totais produzidos;

* A suplementacdo do meio com benzo[a]pireno ndo alterou o perfil fitoquimico da
espécie quanto a presenca de rutina, marcador fitoquimico da espécie, segundo
analises cromatograficas dos extratos metandlicos;

 R. graveolensdemonstrou tolerdncia e adaptacdo fisiologica a presenca dos
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos nos protocolos propostos e, portanto, possui
potencial para o cultivo em areas contaminadas nos niveis investigados, sem alterar

seu perfil fitoquimico.
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CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Neste trabalho foram avaliados aspectos relacionados ao desenvolvimento e ao
metabolismo dos fenilpropandides no cultigovivo ein vitro deR. graveolens exposi¢ao
de derivados de petrdleo, assim como de seus hidrocarbonetos. Foi verificado que a espécie
apresentou tolerancia nas duas condiciiegitfo ein vivo) aos hidrocarbonetos selecionados
(fenantreno e benzol[a]pireno) e ao oOleo cru, respectivamente. Dessa forma, torna-se viavel o
planejamento de futuros experimentos a campo com plantas adultas, a fim de avaliar a
resposta da espécie neste estadio de desenvolvimento. A analise de plantas em experimentos
sob condi¢des naturais pode ser Util na avaliacdo da sintese de metabdlitos de importancia
medicinal, dentro da perspectiva de interesse da industria farmacéutica, que exige producéo
em maior escala.

Nos experimentos realizad@s vitro, tanto de germinagdo quanto de propagacéao,
foram obtidas plantas com aspecto fenotipicamente normal, 0 que permite o uso destes
materiais em experimentos para avaliagdo de outros contaminantes e condigbes. O
monitoramento fitoquimico pode indicar a sele¢do de plantas com alta atividade metabdlica,
levando a investigacédo de substancias de interesse que possam ser induzidas na presenca dc
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos.

Os estudos realizados apontam para a possivel utilizacdo de espécies
aromaticas/medicinais, além da espécie estudada, no biomonitoramento de areas degradadas
assim como na pesquisa mais aprofundada de producdo de metabdlitos de interesse que

possam ser produzidos sob tais condigdes.
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BIOREEMEDIADO E POTENCIAL DE USO COMO BIOINDICADORAS DE SOLOS CONTAMINADOS COM

OLEQ LUBRIFICANTE USADO
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Imtroducio

A fiorremediacio & ums tecnologia de splicacio
sifu, 3 custos baizos, que ufiliza plantas ns imobilizacso elon
estabilizacio dos elementos tordcos do solo 3 fim de afingir sua
recuperagio [Germids et 5l 2002; Melo et al 2009). Sendo
assim 8 imwvestizagio da tolerSmcia de diferentes sspecies
quAnto 3 Ferminacio & o Tescimento em splo contaminado,
como indicador do poteacisl pera uso na ftormemediacio &
essencial & fomece subskiios para a compreensio da fsiolosia
& bioquimica dos processos envolvidos no desemvolvimento
wegetal [Lasat 2002; Melo et al 2009]. O conbheciments
proveniente de tal imvestizacio permite o uso de especies
wegetais como bicindicadores & em projetos de revegetacio de
aress degradadas [Prasad 2003).

A possibilidade de produzir plantas medicinais e'ou
aromaticss em solos contaminsdos que soffem  variss
limitagtes de uso, sem prejuize parz a3 gualidsde dofs)
COmpostos 3 serem exiraidos pars a indistria @ relevants, pois
reduz a pressd sobre solos féreis que devem  ser
pricritsrizmente destinados @ produgde de alimentos e
prﬁmn;hdeecussistanas O desempenho da germinacio de
especies em solos contaminsdos que foram sobmesidos a
procedimentos fisicos, quimices e/on biclogicos de remediacio
também 52 constitn em sbordagem valiosa para verificacio da
eventuzl permanencia do efeite toxico Do solo watade, mesmo
apos altss remogoes dos contaminantes originsis.

0 presente trabalho fem como objetivo analisar a
germinacio de sementes de Welizsa offfcinaliz (meliz=s) & Ruta
graveslens (amuds) em solos  contsminsdos por  oleo
lubrificante wsado e biomemedisdos em restorss  piloto,
identificande e tais condipies do solo indbem 3 Fermins o
destas especies.

Material e Métodos

A pesquisa foi condnrida de setembro a novembro de
2010 no Laboratdrio de Biomemediscio e Fitoternologiss
(LABIFT) da Faculdade de Engenharia ds Universidade do
Estado do Rio de JTaneito (UERT).

05 testes forasm conduridos em quato tpoes de
subsirato: areia esteril (ARE); solo bicmemediado por 12 meses
em biorreatores aerados atraves de bioestimmlo com sjuste de
pH (Bio5); solo remediado por 12 meses em hiomeatores
asrados que receberam 10%: de composto de residucs solidos
wrbanos com 7 meses de matoracio fornecido pels Comburh
(BioAl); solo biomemedisde por 1 meses em hiomeatores
aerados por meio de biosumento (BioAT)

0 cubstrato areia  (contole) foi peneirado e
amoclavado a 1 sim por 1 hora [Brasil 2009].

A sementes foram iri comercialmente &
meantidas refrigeradas a 5-10° C por 7 dias [Brasil, 2009] e em
segmida foram desinfestadss com MaOCl 0.5 % com posterior
lavagem em agua destilads. Tais sementes foram mentidss nos
subsiratos em caiess plasticss previamente desinfectadss com
H=0C1 0,5 % e alcool TP

Foram utilizadas 2 repetigies com 24 sementes cada,
totalizando 48 sementes em cads tratamento. A germinscdio fol
realizads em cimsra de germinsgio Tecnal TE-401 duranses 21

dizs para melisza e 28 diss para ammda [Brasil, 2009]. A
irigacio foi feita por sspersdo de azus destlads disTiamente.

As contapens foram realizadas periodicamente. sendo
registado o mimero de sementes germinsdss em cada
smbsirato. Foram consideradss gpemminadss 3s sementes mas
qusis houve a protresio da radioula (critério botimico).

Foi caloulada a3 porcentagem final de sementes
garminadas (Yo7 em cada unidade experiments] & o mdice de
garminacio (IG) caloulsdo (aquagio 1) para as duss especies
nos  diferentes  substratos, segumde  Margues et alle
colaboradores [2010].

Indscs de Genminacio = Meédia da 0 e cada mEment
Media da germinacao no tatamento controls

Resultados e Discussio

A emerpéncia dos sementes de melissa iniciou-se 4
dmsspdi.asanadmaemmdmusmhm ENqUSNI0 Jue
para 35 sementes de armoda, amgmaucmmmapﬂs
6 dias nos solos BioAl e BioA?. No solo BioS a emergéncia
foi tardia ocomende aos § dias (Figura 1), superinde que o
atraso observado na germinacio das sementes de aruda nesse
solo possa ser uma resposta ao possivel efeito tosdco de
contaminanies remanescentes Do solo ratade por bicestnmilo,
nio presente no solo fratado por bicsumento.
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Fizura 1. Mumero de sementes de melissa & srmuda germminadas
oo pentodo de 21 e 28 dias nos substratos: areia, BioS, BioAl e
BioA? Cads ama da coluns represents 3 media de 2

Em relzscio so IG, a germinacio das sementes nos
solos bioremadisdos ndo chepon 3 atingir o I do tratamento
comtrole. Tal fato susere que as espécies sofferam reducio na
taxa de perminacio nos solos contaminsdos, mesmo Ipos 05
mesmos terem sido bicmemediados (Figura 2). O biosomento
foi sparentemente mais eficaz na remocio da toxicidade do que
© bicestinmlo.

Az duas especies esmadadss, portamio, spresentaram
redugio D3 germinacic em todes os solos contaminados e
posteriorments biomemediados, o que pode ser explicado pela
presenca de hidrocarbonetos organicos.

113

APENDICE A - Trabalho apresentado no || Workshop Energy and Environment, 04 a 06 de

1 ngﬂmaliePorGaiuu;mun Meip Ambiente PPGMA. UER]. lemos. sdcimuer br
2 DMDMMWEFIMMEL{EH Emvcianesihisemail com
3 um&mamwm&mmmmammmm UER]. labplan_uerynyahoo. com br

4. Laboratorio de Biomemediacio e Fitotecnolesias (LABIFT), Deparamento de Engecharias Sanitaria e do Meio Ambiente. UER. marciamginer b



o elissa  Arruada
1M -
=
[LE
Bios Bin A1 Blo AL
bdelissa 0,07 0,93 [LRE]

vl | 0,12 [ 0,35 [ .46

Figna?.iuﬁxe&ﬁmﬂwiuﬂﬁ]dassmadenﬂjssae
armuda nos substratos: BioS, BioAl e BioA2. A linha tracejada
Tepresents ¢ Tatamente considerade contrele (areis), o qual
Tepresents valor 1,060,

Mimdislmente, existem dois tipos de shordagem
utilizsdss nm protecio da qualidade do solo, o primsito trabalha
com valores de referéncia de quslidsde e intervencio, e o
oufro, com 3 avaliacio de risco 3o ser humano e 30 meio
ambiente, entretanto utilizando os dados obtidos em sitios
contaminados especificos (Sesbra, 2005). Uma das legislagies
&m viZor mais resiritiva em relacio 3 contaminacao de solo por
h:hmcartommtms{kpﬁmlmﬂﬂ'fps}.eahsmdehﬂm
onde os valores de infervencio vanam de 300 a 5000 me kg
de HPTs, todavia depende da sensibilidade ambientsl do local.

0= solos biomemediados foram avalisdes pelas
{untamma.gue. finais de hidrocarbonetos tomis de pemdlec
{HTPs), apos o penodo experimental onde observou-se:
573,05 mzke' (Bio5), 461,02 mgkg’ (BioA) & 29571
mrky' (BioA,), estes valores ndio apresenfam  diferemca
estafistica sigmificativa. Visto gue, a coocenagio do
tratzments BisA, esta abaive do limite de intervencio,
serundo a lista de Berlim diferencia os oatamentos, Bios e
BioA,

Mo entanfo, ao comparar estes resulitados sos testes
de porminacio, a semente de smuds  apresenftn um
Comportamente  esperado, apresentands uma  ordem  de
qualidade de solo, BioA.~ BioA,-BioS, porém spresentsm
imdice de germinacio extremamente interior a0 controle. Ja a
semente de melisss spresenta o etamento BioA, supsrior ao
proximos 3o comtrols.

A presenca do oleo pode formar uma camada
hidrofobica na superficie do sobo, resringindo o movimento de
oxigénio. resnltsndo em ums condigio anserobica [Chpakhing
& MWaclenmikow, 2004]. Este fabo estania de acordo com os
resultados encontrados por Adam & Ducsn [2002] que
descrevem que altas concenmfragdes de oleo ocasiomam m
impedimento fisico da germinagio. dificultando a ransferéncia
da 3gna e de oxigénio do =olo para 35 sementes. Sendo assim. o
esiTesze ocasionado pels reducae de oxigenio disponrvel afeta a
respiracie do embriio e, consequentemente, 3 sua visbilidade
[Gogosz et al. J010].

Concluzio

0 esmdo realizado indica maior capacidade de
germinacio das sementes de melissa do gue das sementes de
armuda nos solos biomemedisdos, sobremdo nagueles que
receberam bicaumento, straves da sdigio de composto 3 partir
de residucs solidos whanos (BioAl e BioAY). Embora em
termos de memogio de hidrocarbometos com base em

cmm.alugrmnas{n—akmedanaisfmn;ﬁﬁdel-ﬂ?s} o
biosumento nie tznha aprasentado resultados
significativamente superiores a0 bicestimmlo, a toxicidade
removida pelo bicanmento foi supenior, pelo menos sesundo as
especies aqE estudadas.

A germinacio das especies esmdadss ocomeu oa
presenca dos contaminantes, sinds que o indice de perminacio
tenha sido reduzido, indicando sen potencial wso Do
biomonitoramento de  solos  remedisdos.
acompanhsmento do desemvolvimento da plants, com amalise
de bicmasza & quantificacio de hidrocarbonesos no solo & nos
tecidos vegetsis penmitirio a elaboracio de uma resposta mais
ampls acerca do comportamento destas especies em solos
contaminados.
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Palavras-chave: diesel, germinacéo, entropia, arruda, IVG.

Resumo :

Introducéo : Alteracdes no desenvolvimento vegetal, como a inibicdo da germinacéo e reducdo do crescimento
causados pela contaminacdo do solo podem ser consideradas um fitoindicador. Neste contexto, o presente
trabalho avaliou a germinacdo de Ruta graveolens (arruda) em solo artificialmente contaminado com diferentes
concentragfes de 6leo diesel S50 (OD), objetivando a investigacdo dos efeitos desse eliciador/elicitor abiotico
sobre essa etapa do desenvolvimento vegetal in vivo.

Experimento : Dois experimentos foram conduzidos com OD comercial (com 5% de biodiesel). Utilizaram-se as
concentracbes de 0% (controle C1), 0,25%, 0,5%, 1,0%, 2,0% de OD (p/p seco) no primeiro experimento e 0%
(controle C2), 3,0%, 4,0%, 5,0% e 6,0% OD (p/p seco) no segundo experimento. O solo utilizado foi
caracterizado como areia-franca pela EMBRAPA-solos. O delineamento experimental foi de cinco repeti¢des,
com 60 sementes cada (300 sementes/tratamento). O nimero de sementes germinadas foi registrado em dias
alternados por 28 dias. Os resultados foram analisados através da Andlise de Variancia (one-way) utilizando-se o
software SPSS verséo 20.0 e as médias comparadas pelo teste da Tukey com p < 0,05.

Resultados : As porcentagens de germinacdo mais elevadas foram observadas em todos os tratamentos do
primeiro experimento (+ 85%), C2 (68,7%) e na concentracdo de 3,0% OD (45,3%). Nas concentracfes
superiores a 3,0% OD a porcentagem foi de aproximadamente 30%. Em relagédo a entropia (homogeneidade da
germinacdo) a presenca do OD nédo afetou os tempos de germinacdo das sementes quando comparados ao
controle. O Indice de Velocidade de Germinacdo (IVG) demonstrou que acima da concentracdo 3,0% OD a
capacidade de germinar foi significativamente afetada pela presencga do contaminante.

Concluséo : A arruda tem capacidade de germinar em concentrag@es iguais ou inferiores a 3,0% OD no solo,
ndo existindo diferenca significativa abaixo desta concentracdo em relagdo ao IVG. Serdo conduzidos estudos
sobre o comportamento da espécie e seu desenvolvimento por 60 dias, a fim de avaliar as possiveis alteragdes
nas caracteristicas morfolégicas (parte aérea/ radicular e nimero de folhas por plantula) e fitomassa das
plantulas germinadas em solo contaminado artificialmente por OD.

Apoio : CNPq, CAPES

Tabela 1. Experimento 1 de arruda em solo contaminado artificialmente com OD.

Tratamento ni % germinacéo IVG Entropia
Controle 263 87,67 3,31 2,65
0,25% OD 260 86,67 3,56 2,91
0,5% OD 249 83,00 3,23 2,81
1,0% OD 247 82,33 3,80 2,73
2,0% OD 253 84,33 3,31 2,65

Tabela 2. Experimento 2 de arruda em solo contaminado artificialmente com OD. Médias seguidas pelas
mesmas letras na coluna indicam diferenca significativa segundo teste de Tukey (p<005).

Tratamento ni % germinagao IVG Entropia
Controle 2 179 68,67 A 4,26 A 2,32
3,0% OD 118 45,33 AB 2,27B 2,60
4,0% OD 86 30,00 B 1,66 B 2,48
5,0% OD 98 33,67 B 1,86 B 2,78

6,0% OD 76 25,67 B 1,23B 2,64
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Legislacdo ambiental e degradacdao ambiental
do solo pela atividade petrolifera no Brasil

Environmental Legislation and Environmental
Degradation of the Soil by Oil Activity in Brazil

Carlos José Saldanha MACHADQO"
Rodrigo Machado VILANI™
Marcio Gongalves FRANCO™
Siomara Dias da Costa LEMOS™™

RESUMO

Os objetivos deste trabalho sdo: i) analisar a degradacdo ambiental resultante da intensa atividade
antrdpica, particularmente a contaminacdo do solo, sob a perspectiva do desenvolvimento sustentavel
e da legislacdo ambiental brasileira, e ii) contribuir para a superacéo das lacunas encontradas na regu-
lamentacdo e nas politicas publicas voltadas para a protecéo dos solos no pais e para futuras pesquisas
empiricas de avaliacdo dos impactos ambientais, reais e potenciais, causados pelo petréleo e seus deri-
vados ao solo. Apds uma analise bibliografica de textos sobre solo, politicas publicas, desenvolvimento
sustentavel, direito ambiental e Politica Nacional do Meio Ambiente e do arcabouco legal relativo a
legislagdo federal em vigor até margo de 2012, sob a perspectiva do desenvolvimento sustentavel, sdo
apontados os pontos de aproximagao e distanciamento entre as disposigdes legais e conceituais acerca
da sustentabilidade e a realidade das praticas governamentais em relagdo a manutencdo da qualidade
do solo no Brasil. Conclui-se afirmando que ha uma auséncia de regulamentacéo clara sobre a poluigao
do solo causada por petrdleo e derivados e 0 seu tratamento é considerado de forma secundéria, o que
dificulta uma integragdo entre o desenvolvimento da atividade petrolifera no pais ¢ a conservagao da
qualidade do solo para as presentes e futuras geragoes.
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ABSTRACT

The aims of this study are: i) to analyze the environmental degradation resulting from intense anthropic
activity, particularly the soil contamination, from the perspective of sustainable development and Brazilian
environmental legislation, and ii) to contribute to overcoming the gaps found in the regulation and public
policies aimed at soil protection in the country and to future empirical evaluation of actual and potential
environmental impacts caused by oil and its derivatives to soil. A literature review was conducted with
bibliography on soil, public policies, sustainable development, environmental law, National Environmental
Policy, and legal framework related to federal legislation in force until March 2012. Also, based on the
perspective of sustainable development, points of approach and distance between legal and conceptual
provisions about sustainability and the governmental practices related to soil quality maintenance in
Brazil are highlighted. We conclude stating the lack of clear regulation about soil pollution caused by
oil and its derivatives, and the treatment of this pollution being considered secondarily, hindering an
integration between the development of oil activity in the country and preservation of soil quality for

present and future generations.

Keywords: environmental degradation; soil; oil; public policies; sustainable development.

Introducgéo

Atividades de mineragdo, praticas agrondmicas,
aplicacdo de efluentes industriais ou lodo para irrigacao
de plantagdes sdo as maiores fontes de contaminagdo
em terras para agricultura (CHANDRA et al., 2009, p.
1.514). A cobertura vegetal danificada em areas conta-
minadas por elementos toxicos amplia a degradacdo do
solo, resultando na eroséo hidrica e e6lica, assim como
na lixiviagdo dos contaminantes para o lengol freatico.
Este fenbmeno pode ocasionar um grau progressivo de
contaminagdo de outras areas, sendo proximas ou nao
(MELDO et al., 2009, p. 456).

Devido & grande degradagdo que 0S recursos
naturais vém sofrendo nas ultimas décadas, constata-se
uma preocupacdo crescente de segmentos expressivos
da populagdo com a preservacdo do ambiente e destes
recursos. Tal preocupacdo objetiva conquistar a manu-
tencdo da qualidade de vida e buscar um desenvolvi-
mento sustentavel por meio de um equilibrio entre o
ambiente natural, 0 seu uso econdmico e a reducgéo das
desigualdades sociais (MACHADO, 2012; OLIVEIRA
e SOUTO, 2011, p. 1).

Nesse sentido, desde a década de 1970 uma série de
conferéncias e iniciativas internacionais tem auxiliado a
divulgar conceitos importantes que permitam um melhor
entendimento do planeta em que vivemos e criar politicas

publicas para um desenvolvimento sustentavel. Esta
inter-relacdo entre varias areas do saber e varios atores
é importante para realizar o estudo do meio ambiente,
visto que este estudo é transdisciplinar (OLIVEIRA e
SOUTO, 2011, p. 1).

Segundo Avanzi e colaboradores (2009, p. 116),
a preservacao dos recursos naturais, principalmente da
agua e do solo que seriam interdependentes, é necessaria
para obter-se uma qualidade ambiental adequada. Esta
inter-relacdo permite a vida dos biomas, assim como
os habitats das espécies e a variedade das paisagens,
florestas e plantagdes. Segundo os mesmos autores, no
Brasil a utilizacdo dos solos caracterizou-se pela ativida-
de agricola desde a colonizacdo, sempre estimulada pela
economia ciclica e migratéria (AVANZI et al., 2009).

Mas o surgimento de &reas degradadas no mundo
é cada vez mais crescente. No Brasil, esta degradacéo é
basicamente resultado de atividades antropicas decor-
rentes do crescimento econémico, tais como constru-
cdo de estradas, atividades industriais e agricolas mal
planejadas, que tém resultado em 10% da area do pais
degradada e em processo de desertificagdo e arenizagao.
Este processo se intensifica com a combinacao do regime
climatico, dos solos frageis e do rapido desenvolvimento
econdmico que ocorre no territério nacional e em outros
paises (OLIVEIRA e SOUTO, 2011, p. 3).

Além de ser uma superficie que recobre o planeta
Terra, 0 solo é a estrutura responsavel pelo suporte ba-
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sico a vida no planeta. Tal fato se deve a esta estrutura
agir direta ou indiretamente na purificacdo da dgua,
detoxificando os poluentes ali presentes, restaurando
ecossistemas, favorecendo a ciclagem de nutrientes e
favorecendo o ciclo da agua. O solo também possui
organismos, matéria organica, sais e minerais que, em
equilibrio, permitem a vida da Terra (DINIZ FILHO et
al., 2007, p. 28).

Apesar de sua importancia, ha uma notavel escas-
sez de dados em relacdo a contaminacdo dos solos por
hidrocarbonetos, compostos considerados persistentes
por longo periodo no ambiente se comparados com
aqueles disponiveis para a contaminagéo de ecossistemas
aquaticos (MARANHO et al., 2009, p. 264).

A consolidacéo de pesquisas para suprir essa lacuna
releva-se, por exemplo, da constatagdo de que:

Os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPS) séo
compostos mutagénicos e carcinogénicos aos humanos
e aos animais, que sdo introduzidos no ambiente em
grandes quantidades devido as atividades relacionadas
a extracdo, ao transporte, ao refino, a transformacao e
a utilizacdo do petroleo e de seus derivados. Apesar
disso, a grande maioria dos microrganismos do solo néo
possui a capacidade de degrada-los, o que resulta na sua
acumulacdo no ambiente e na consequente contaminacgao
dos ecossistemas (JACQUES et al., 2007. p. 1.192).

Diante deste cenario, o objetivo deste trabalho é
analisar a degradacdo ambiental resultante da intensa
atividade antrépica, particularmente a contaminacéo do
solo, sob a perspectiva do desenvolvimento sustentavel
e da legislacdo ambiental brasileira. Enquanto conceito
estruturante do trabalho, desenvolvimento sustentavel
sera definido a partir do texto constitucional (art. 3, 11
c/c. art. 170, caput, VI e art. 225, caput.) como aquele
que se propde garantir o desenvolvimento nacional em
conformidade com uma ordem econdmica socialmente
justa e ambiental equilibrada. Dessa forma, procura-se
contribuir para a superacao das lacunas encontradas na
regulamentacdo e nas politicas publicas voltadas para
a protecdo dos solos no pais e para futuras pesquisas
empiricas de avaliacdo dos impactos ambientais, reais
e potenciais, causados por petrdleo e seus derivados ao
solo. Metodologicamente, optamos pela pesquisa biblio-

grafica (artigos, livros, teses e dissertagdes) abrangendo
0s temas centrais do trabalho: solo, politicas publicas,
desenvolvimento sustentavel, direito ambiental e Politica
Nacional do Meio Ambiente. Para o aprofundamento dos
temas, sob a perspectiva juridica, foi realizada pesquisa
sobre o arcabougco legal relativo a legislagéo federal em
vigor até marco de 2012.

Além desta Introdugdo, o trabalho esta organizado
em quatro se¢des. Inicialmente, é apresentado o objeto
central do estudo, delimitando os conceitos de solo e
qualidade do solo. Em seguida, tratamos sucintamente
da industrializagao da economia brasileira no século XX,
voltando nosso olhar especificamente para a produgao
de hidrocarbonetos de petréleo e seus impactos sobre
o0 solo. Para se discutir o papel do Estado na gestdo e
na defesa do uso racional do solo, na terceira secéo sdo
analisadas, sob a perspectiva do desenvolvimento sus-
tentavel, as politicas publicas nacionais e a legislacéo
ambiental vigente durante o mesmo periodo. Na Ultima
secdo, antes de concluir, é feito um breve resumo dos
principais eventos mundiais de meio ambiente e seus
impactos na mudancga ou continuidade do perfil da
politica nacional de meio ambiente. Do cenério tracado
passamos a uma reflexdo quanto aos pontos de aproxi-
magdo e distanciamento entre as disposigdes legais e
conceituais acerca da sustentabilidade e a realidade das
préticas governamentais em relacdo & manutencdo da
qualidade do solo no Brasil. A titulo de considerag¢des
finais, levantamos as lacunas das politicas ambientais
brasileiras para a superagdo dos desafios relacionados a
defesa dos recursos ambientais, em particular, do solo.

Solo e qualidade do solo

Existem varios conceitos de solo, todos estes liga-
dos a varias areas do saber no qual este elemento esta
direto ou indiretamente relacionado. Segundo Diniz Fi-
lho e colaboradores (2007, p. 28) o solo é definido como:

Conjunto de corpos tridimensionais que ocupa a parte su-
perior da crosta terrestre capaz de servir de suporte para
as plantas, apresentando caracteristicas internas e exter-
nas proprias possiveis de descrevé-las e classifica-las.
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Segundo a International Organization for Stan-
dardization — ISO — 11074/1, o solo é definido como a
camada superficial da crosta terrestre constituida por par-
ticulas minerais, matéria organica, agua, ar e organismos
vivos. As interagdes entre 0s seus constituintes resultam
em suas propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas, o
que permite aos cientistas considerar o solo como um
sistema complexo.

Devido a esta complexidade, Rozanski (2004, apud
OLIVEIRA e SOUTO, 2011, p. 1) descreve que:

[...] afauna do solo tem importante papel na sustentabi-
lidade do sistema através de seus efeitos nos processos
do solo, e devido a sua grande sensibilidade as interfe-
réncias no ecossistema, a composi¢do da comunidade
pode refletir o padréo de funcionamento do mesmo.

Deve-se destacar que é importante diferenciar o
solo superficial e o subsolo. O primeiro caracteriza-se
como a regido onde ocorre o desenvolvimento vegetal,
onde as plantas desenvolvem as suas raizes, em uma
regido de 30 cm até 1 m e 50 cm; ja 0 segundo é a regido
além da anterior, passando de 1 m e 50 cm, que fornece
o suporte de nutrientes e umidade, sendo também impor-
tante em situacdes de contaminagdes da agua subterranea
(ADAMS et al., 2008, p. 483).

Caracterizado o solo, podemos deduzir que as
suas caracteristicas fisicas e quimicas podem ser al-
teradas dependendo da substancia quimica que entra
em contato com ele. Segundo Adams e colaboradores
(2008, p. 484), se levarmos em consideracao a fertili-
dade para produgdo de fitomassa e desenvolvimento de
uma populagdo vegetal natural, é provavel que muitas
areas com hidrocarbonetos de petréleo residuais possam
afetar o solo. Sendo assim, segundo estes autores, seria
recomendavel realizar nestas areas um diagndstico sobre
as propriedades quimico-fisicas e um tratamento para
recuperar este solo.

Em suas perfeitas condigdes, o solo funciona den-
tro dos limites do ecossistema e permite a produtividade
biolégica. Doran (1997, apud VEZZANI e MIELNI-
CZUK, 2009, p. 744) define qualidade do solo como:

[...] a capacidade de um solo funcionar dentro dos limites
de um ecossistema natural e manejado, para sustentar a

produtividade de plantas e animais, manter e aumentar
a qualidade do ar e da &gua e promover a saude das
plantas, dos animais e dos homens.

Segundo Vezzani e Mielniczuk (2009, p. 744), o
Servico de Conservagdo dos Recursos Naturais do De-
partamento de Agricultura dos Estados Unidos (NRCS/
USDA) informa que a “qualidade do solo é expressa
como a capacidade do solo em desempenhar suas fun-
¢des no momento atual e a preservagdo dessas fungdes
para o uso futuro”. Sendo assim, segundo estes autores,
fica expressa no tempo de uso deste recurso a relagdo
que existe entre a qualidade do solo ¢ a sustentabilidade
do seu uso.

Sabe-se que a atividade antropica inadequada tem
ocasionado a degradacdo de imensas areas, que se tor-
nam improdutivas (OLIVEIRA e SOUTO, 2011, p. 2).
Sendo assim, segundo Adams e Morales-Garcia (2008, p.
476), nas tltimas décadas diversos trabalhos vém sendo
desenvolvidos pelos paises de economia desenvolvida,
tipicamente de clima temperado, para defini¢do dos
limites para remediacdo de solos degradados em areas
urbanas, comercial, industrial e residencial.

Nesse sentido, a contribui¢do de nossa proposta se
relaciona a discussao dos principios normativos sobre 0s
quais estdo sediadas as politicas ambientais nacionais.
Partimos, a seguir, para a contextualizagdo da degra-
dacdo da qualidade do solo pela atividade petrolifera
para, entdo, discutirmos a incorpora¢do do modelo de
desenvolvimento sustentavel pelas politicas pablicas de
meio ambiente.

Industrializacéo e producéo de petrdleo no
Brasil durante o século XX

Aindustrializacdo no Brasil teve um longo periodo
de quase estagnacdo caracteristica dos paises subdesen-
volvidos. Este termo foi defendido por Alfred Sauvy
(1952) e aceito pela Organizagdo das Nacdes Unidas
(ONU) desde entdo, porém o termo “em desenvolvimen-
to” tem sido mais largamente utilizado na atualidade pelo
fato de muitos paises membros da ONU considerarem o
termo depreciativo. Desta forma, pode-se dizer que os
paises em desenvolvimento, como o Brasil, tiveram (em
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alguns casos continuam tendo) um processo de indus-
trializacdo e enriquecimento muito pequeno ao longo do
século XX. Em relacdo a producao de hidrocarbonetos
de petrdleo, industria que apresenta alto impacto nas
economias mundiais (MONIE, 2003), o Brasil, de acordo
com dados do Departamento Intersindical de Estatistica
e Estudos Socioeconémicos (DIEESE, 2008), apresentou
a primeira pesquisa (neste caso, chamada de prospeccéo)
de petréleo datada de 1892 na cidade de Bofete-SP,
porém a perfuracdo ndo revelou quantidade de petrdleo
consideravel. Contudo, o petroleo brasileiro somente foi
considerado produzivel 40 anos mais tarde, com cerca de
2.000 barris de petréleo, em Lobato, na Bahia (DIEESE,
2008). Comparativamente aos EUA, que apresentaram
sua primeira perfuragdo em 1859 (que continha petroleo
de boa qualidade), o Brasil ja naquela época esteve atras
tecnologicamente na producdo petrolifera (LUCHESI,
1998). O Brasil viveu trés fases relacionadas a explo-
racdo e produgdo de petréleo e derivados: a primeira,
chamada era pré-PETROBRAS; a segunda, chamada
era de exclusividade da PETROBRAS, e a terceira (fase
atual), a era pos-lei 9.478/97, que determina o fim do
monopdlio da estatal na exploragdo ¢ produgdo de pe-
tréleo no pais (LUCHESI, 1998). Nestes trés momentos,
podem-se verificar falhas nas questdes relacionadas as
questdes ambientais, que serdo abordadas conjuntamente
com a abordagem das trés fases. Luchesi comenta em
seu texto que a era pré-PETROBRAS compreende duas
etapas menores: a primeira compreendida entre 1858 e
1938 e a segunda entre 1939 e 1953.

De maior interesse para nosso estudo, na terceira
etapa se da a criagdo da Lei 9.478/97, conhecida como
Lei do Petroleo, que estabelece o fim do monopdlio da
PETROBRAS na exploragio e produgio de petroleo
brasileiro e cria o sistema de concessao de blocos explo-
ratorios. Segundo Lucchesi (1998), este marco transitorio
cria uma perspectiva produtiva para o governo brasileiro
sem precedentes. Diante da possibilidade de formacéo
de parcerias com a PETROBRAS, a saida da PETRO-
BRAS do mercado de regulagio e a criagdo da Agéncia
Nacional do Petroleo (ANP), a producao de petréleo no
Brasil cresce acentuadamente.

Entretanto, essa mudanga de cenéario envolve o
aumento potencial de impactos, visto que a atividade
petrolifera apresenta natureza poluidora em sua concep-

¢do mais ampla. Desde a atividade de exploracdo (busca
por jazidas de 6leo), o inicio da produgdo propriamente
dita (retirada do 6leo dos reservatdrios até a superficie),
o final da produgao (caracterizada pelo refino ou pro-
cessamento de gases nas refinarias) e sua distribuig¢do e
comercializagdo junto ao mercado consumidor, varias
questdes relacionadas a agressdo ao meio ambiente sdo
observadas. Andrade e colaboradores (2003) e Cachu-
mani (2008) concluem que estes impactos ambientais
causados pela atividade petrolifera sao inerentes a ativi-
dade, pois se trata da producao de combustiveis fosseis.

Ademais, ¢ preciso reconhecer que as “atividades
de extragdo, transporte e refinamento de petréleo t€m
contribuido para a contaminagdo do solo com hidro-
carbonetos de petréleo em todo o mundo” (LOPES e
PIEDADE, 2010, p. 144).

Diante dessa constatacdo, cumpre analisar, discutir
e prevenir os impactos dessa atividade, especialmente
aqueles relacionados a poluicdo do solo, ainda carentes
de regulamentacdo, conforme mostraremos posterior-
mente.

Em virtude do escopo do trabalho, focalizaremos
sobre a contaminacéo dos solos, que se da pela dispersdo
de poluentes solidos, liquidos e gasosos que se espalham
pelo potencial destes poluentes migrarem pelos poros
apresentados por estes solos — derramamento (DINIZ,
2005). Na lista de prioridades nacionais dos EUA, por
exemplo, existiam em meados da década de 90 mais de
1.200 areas contaminadas, com possibilidade de esse
nimero aumentar para 32.000 (BACKER e HERSON,
1994).

Devido aos grandes volumes e tipos de hidrocar-
bonetos produzidos, usados e dispostos em bases glo-
bais, ndo causa surpresa o fato de que grande parte das
contaminagdes superficiais e subsuperficiais atualmente
seja causada por estes produtos.

As grandes quantidades de residuos de petréleo
¢ derivados inadequadamente depositados que tém
sido encontradas fornecem uma clara evidéncia que
compostos organicos podem permanecer num sitio por
longos periodos de tempo. Desta forma, ha uma enor-
me demanda por tecnologias inovadoras envolvendo a
remediagdo ambiental de solos contaminados por hidro-
carbonetos de petroleo. Em relagdo ao derramamento de
petrdleo bruto e/ou derivados que contaminam o solo,
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pouco relato concreto se observa na literatura. Alguns
pesquisadores, tais como Gomes e colaboradores (2008),
relatam sobre a queima e o descarte inadequado de dleos
lubrificantes ¢ o que eles provocam ao meio ambiente,
danos quase irreparaveis. Esta é somente uma das for-
mas de contaminacdo relatadas na literatura. Pequenos
vazamentos ocorridos durante o transporte repetidas
vezes ndo sdo tratados com a seriedade que deveriam,
porém, os estudos indicam sérios danos ao solo, tais
como redugdo da concentrag@o de oxigénio disponivel,
na redugdo populagdo de micro-organismos aerébios e
na limitagdo da disponibilidade de micronutrientes no
solo, que requerem tratamento especifico (MOTA, 1997
BARROS et al., 2008).

Esta preocupacédo possui relevo diante do fato de
as resolu¢des CONAMA relacionadas ao uso do solo
ndo abordarem a problematica do derramamento de
petrdleo ou de seus derivados. Em contrapartida, varias
resolugdes abordam a questdo da polui¢do das aguas,
conforme sera detalhado adiante. As duas que versam
sobre derramamento de petréleo referem-se a derrama-
mento de petroleo em mares, privilegiando a questao da
producdo maritima de petroleo (resolugdoes CONAMA
269/2000 e 393/2007). Até a criacdo da ANP, em 1997,
as resolu¢cdes do CONAMA, em relag@o a problemati-
ca de poluicao do solo por petréleo e derivados, eram
os dispositivos legais e orientadores dos processos da
industria petrolifera. A ANP, por sua vez, também trata
do tema de forma genérica, como nas defini¢cdes de
solo contaminado (Resolucdo ANP n° 27/2006) e de
substancia nociva (Resolugdo ANP n° 44/2009). Importa
reconhecer a iniciativa do Regulamento Técnico de De-
volugdo de Areas de Concessdo na Fase de Exploragio
(Resolucdo ANPn° 13/2011), em que se exige a recupe-
racdo ambiental do solo em conformidade com seus usos
(agricultura, atividades urbanas) ou para recuperacao de
suas fun¢des ambientais.

A Politica Nacional de Residuos Sélidos (PNRS)
também silencia quanto a industria petrolifera, tratando
apenas de um de seus elementos ao exigir dos fabricantes,
importadores, distribuidores e comerciantes de 6leos
lubrificantes, seus residuos e embalagens a implan-
tacdo de sistema de logistica reversa (art. 33, IV, Lei
12.305/2010). Contudo, a PNRS néo tratou de diversos
aspectos referentes aos residuos desse setor, primando

pelos residuos urbanos, de forma setorizada, conforme
critica realizada por Teixeira e Machado (2012).

Essa auséncia de dispositivos e politicas especificas
relacionados as questdes de polui¢do do solo, sobre-
tudo a causada pela indUstria petrolifera, compromete
a industria brasileira em dois pontos importantes: no
investimento estrangeiro em exploragdo e producao
pelo processo de concessdo de blocos exploratorios de
petréleo e na comunidade internacional, que observa
esta como exemplo de fragilidade em outros pontos da
politica publica brasileira.

Ademais, outro ponto lacunoso refere-se a polui-
¢ao do solo causada pelo transporte de derivados até a
malha consumidora. Em um pais como o Brasil, onde o
transporte de cargas se faz prioritariamente por rodovias,
a questdo do vazamento de derivados de petrdleo durante
o transporte é inegavelmente um item a ser discutido.
Outro ponto importante € o vazamento proximo dos cen-
tros produtores, onde os caminhdes que transportam os
derivados ou o0s dutos sdo alimentados com os produtos.
Estes vazamentos, conforme informagdes disponiveis no
sitio eletrénico da ANP (www.anp.gov.br), ocorrem por
derramamento de 6leo diesel, gasolina ¢ 6leos lubrifi-
cantes, preferencialmente.

Tragados os desafios ambientais inerentes a inte-
racao entre a atividade petrolifera e a qualidade do solo,
analisaremos como as politicas ambientais nacionais t€ém
enfrentado essa quest&o.

Politicas publicas ambientais no Brasil

Segundo Benjamim (1999) e Monosowski (1989),
a politica brasileira foi e é até os dias atuais uma mistura
de temas que resultou em uma série de regulamentacdes
que sofrem influéncias de fatores econdmicos, sociais e
politicos. Avaliando-se as politicas publicas relacionadas
as questdes ambientais no século XX (MACHADO,
2012), podem-se observar alguns momentos bem distin-
tos: o primeiro deles marcado pela presenca incipiente
das politicas ambientais (onde estas eram tratadas de
forma superficial e ineficiente, caracterizado pelo pre-
dominio da tentativa de crescimento econdémico em
detrimento da preservagdo do meio ambiente), baseado
na regulagdo dos recursos naturais. Outro momento bem
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distinto foi caracterizado pelo controle da poluicéo pro-
veniente da industrializacdo, urbanizacdo e agricultura
tecnicista; o terceiro momento foi caracterizado pelo
planejamento e regulacdo de espacos geograficos, num
momento posterior marcado pela regulacéo da natureza
como um todo (legislagdes gerais) e questdes ambientais
globais, haja vista que a globalizacdo estava tomando
conta do mundo no final do século XX.

No inicio do século XX, sdo formulados os primei-
ros diplomas legais relacionados a recursos naturais no
Brasil. A defini¢do do dominio dos recursos pelo governo
por intermédio de estatais é claramente observada pelo
Codigo de Aguas, de Mineracéo e Florestal, promulgado
durante a década de 1930 (ALMEIDA, 2007; MACHA-
DO, 2004). Neste momento histérico persiste a ideia de
que os impactos ambientais eram necessarios em fungédo
do progresso econémico (SOUZA, 2006).

Segundo Almeida (2007), a fase vivida pelo Brasil
de inicio de crescimento econdmico se traduz num total
desrespeito a preservacdo ambiental. O CAdigo Florestal
(Lei 4.771/1965) marca a mudanca da politica ambiental
protecionista (DRUMMOND e BARROS-PLATIAU,
2006). Na década de 1970, marcada pelo empenho
mundial de construir politicas ambientais consistentes,
o0 Brasil institui a Secretaria Especial do Meio Ambiente
(SEMA) e o Sistema Nacional do Meio Ambiente (SIS-
NAMA). No Rio de Janeiro, ocorre a criacdo da FEEMA,
mais um 6rgdo regulatdrio no ambito estadual. Na década
de 80, novos 6rgaos reguladores sdo criados e ocorre a
total reorganizagdo dos ja existentes: CONAMA por
meio da Lei 6.938/81, integracdo do CONAMA com 0
SISNAMA, criacdo das areas de protecdo ambiental. As
leis 7.735/89 e 7.804/89 criam o IBAMA, absorvendo
a SEMA, e acrescentam o Conselho Superior do Meio
Ambiente, respectivamente.

O final de século XX no Brasil foi marcado pela
mudanca de paradigmas em relacdo a politica econémica.
Nos governos Collor e Fernando Henrique (primeiro
mandato), ainda existiam ideias do desenvolvimento
a qualquer custo, embora no governo Collor algumas
discussdes ambientalistas estivessem presentes. Este
fato foi corroborado pela Rio-92 e pela assinatura da
agenda 21, compromisso assumido por todos 0s paises
(MILARE, 1999), inclusive o Brasil.

Segundo Almeida (2007), ao final da década de 80,
com a Constitui¢ao Federal de 1988 (CF/88), as questdes
ambientais passam a ser tratadas como estruturadoras das
politicas brasileiras. A partir deste momento, as politicas
publicas passaram a ter direcionamentos diferenciados:
ao longo do Gltimo mandato de Fernando Henrique e
dos mandatos sequenciais de Lula, o Brasil adota uma
politica de desenvolvimento econdmico conservacionis-
ta, mesmo que ndo seja tdo conservacionista na pratica.
Fatos relacionados ao aumento da poluicdo e reducéo de
investimentos em saneamento basico no pais nestes dois
governos sdo discutidos por Souza (2006) em seu artigo.
Neste momento, a corrente socioambiental também fazia
sua presenga de forma mais forte: as questdes sociais
envolvendo as questdes ambientais contribuiram para
a mudanca no cenario ambiental brasileiro (CHAVES,
2010).

Com o passar do tempo, a atividade regulatoria
muito importante na segunda metade do século XX
e reorganizada por meio de decretos governamentais
deixou algumas lacunas atualmente: primeiramente, ha
falta de regulamentacdo para inibicdo de processos in-
dustriais poluidores, ndo hé aplicacéo clara do principio
da precaugdo (preconizado pelas conferéncias ambientais
ocorridas anteriormente — uso do direito ambiental como
ferramenta), falta de rigor na liberagdo de licencas de
funcionamento de empresas diversas, na realizacdo de
estudos de impactos ambientais (EIA) e na elaboracéo
de relatérios de impactos no meio ambiente (RIMA).

Na década de 90, acontecem novas reformulagoes,
porém com a permanéncia sem alteragdes das fun¢des do
IBAMA.. Ocorre reorganiza¢do do Ministério do Meio
Ambiente e este passa a se chamar Ministério do Meio
Ambiente e Amazodnia Legal, respondendo a criticas da
sociedade sobre a falta de legislacdo dos recursos am-
bientais da Amaz6onia. Em 1995, pela medida provisoria
813, 0 Ministério do Meio Ambiente e Amazonia Legal
passa a ser chamado de Ministério do Meio Ambiente,
Recursos Hidricos e Amazonia Legal, incorporando as
aguas em seu escopo regulatério. Na segunda metade
desta mesma década, sdo promulgados importantes
diplomas do ordenamento juridico ambiental, como a
Lei 9.433/1997 (Politica Nacional de Recursos Hidricos),
a Lei 9.605/1998 (Lei de Crimes Ambientais) e a Lei
9.795/1999 (Politica Nacional de Educagdo Ambiental).
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A questdo da regulagdo das questdes ambientais
no Brasil passa por uma série de mudangas ao final do
século XX e na primeira década do século XXI, porém
algumas lacunas ainda podem ser observadas e referem-
-se diretamente as questdes relacionadas a poluicdo do
solo. Estas lacunas se referem a questdes que envolvem
derramamento de 6leo e derivados de petréleo, bem
como a poluicdo do solo causada por fatores diversos.

A partir do contexto juridico-institucional, pode-
mos passar a analise dos pontos de contato e distancia-
mento entre as politicas ambientais e as premissas do
desenvolvimento sustentavel relacionadas a protecéo
do solo.

Desenvolvimento sustentavel e uso
racional do solo

Conceituado como alternativa a I6gica hegeménica
de producdo de mercadorias associada a degradacao
ambiental e a exploragdo de forma injusta ¢ desigual do
trabalho humano, o desenvolvimento sustentavel encerra
um ideal de racionalizacdo na apropriagdo dos recursos
naturais, inserindo uma variavel temporal e uma exigén-
cia ética no desenvolvimento econdmico.

Pela interpretacdo do texto normativo constitu-
cional no seu todo (GRAU, 2003, p. 145), entendemos
ter sido adotado como modelo para o desenvolvimento
nacional aquele definido para o desenvolvimento susten-
tavel. Por essa interpretacdo, o desenvolvimento visado
pela CF/88 no Brasil estd fundado sobre os seguintes
pilares: desenvolvimento nacional (art. 3°, 11); reducéo
das desigualdades regionais e sociais (art. 3°, 111); ordem
econémica tem por fim assegurar a todos existéncia
digna em conson&ncia com a preservagdo ambiental
(art. 170, caput c/c. VI1); meio ambiente ecologicamente
equilibrado (art. 225, caput); responsabilidade interge-
racional (art. 225, caput).

A sustentabilidade no uso dos recursos naturais
deve ser encarada, nesta ética, como modelo de de-
senvolvimento capaz de assegurar condigdes dignas a
sobrevivéncia das futuras geragcdes humanas e de todas
as demais formas de vida. Sob essa perspectiva, segundo
Derani (2001, p. 242):

Desenvolvimento econdémico no Estado Brasileiro
subentende um aquecimento da atividade econdmica
dentro de uma politica de uso sustentavel dos recursos
naturais objetivando um aumento de qualidade de vida
que ndo se reduz a um aumento do poder de consumo.

Logo, ao se institucionalizar o uso do adjetivo “sus-
tentavel” para o desenvolvimento nacional brasileiro,
ndo se busca criar 6bices ao aproveitamento dos recursos
naturais, mas, outrossim, construir um modelo de desen-
volvimento, com base nos principios constitucionais,
orientado pela “exploracdo equilibrada dos recursos
naturais, nos limites da satisfacdo das necessidades e do
bem-estar da presente geracao, assim como de sua con-
servacdo no interesse das geragdes futuras”. Podemos,
por exclusao, ainda seguir o entendimento de que se o
“desenvolvimento ndo elimina a pobreza absoluta, ndo
propicia um nivel de vida que satisfaca as necessidades
essenciais da populagdo em geral, ele ndo pode ser qua-
lificado de sustentavel” (SILVA, 1994, p. 7-8).

Da leitura proposta, pode-se admitir que 0 modelo
de desenvolvimento em curso ndo é sustentavel —apesar
da vasta legislagdo apresentada anteriormente — se ndo
houver nenhuma que trate especificamente da regulagéo
da qualidade do solo de forma geral ou, especificamente,
em relacéo a poluicao por hidrocarbonetos. Isso porque
estamos diante de omissao legislativa em relacdo aos
impactos de uma atividade poluidora em franca expan-
sd0 no pais.

Importante, sob essa ética, reconhecer as caracte-
risticas gerais da legislagdo ambiental sobre o tema. A
maior parte da regulagdo existente no Brasil versa sobre
apoluicao hidrica, como, por exemplo, a Lei 9.966/2000,
que dispde sobre a prevengio, o controle ¢ a fiscalizagio
da poluicdo causada por lancamento de 6leo e outras
substancias nocivas ou perigosas em aguas sob jurisdi¢éo
nacional. O sistema de busca do sitio eletrénico do Con-
selho Nacional de Meio Ambiente (CONAMA) aponta
uma Unica Resolu¢do com o critério “solo” (em marco de
2012). A titulo de exemplo, para o critério “agua” foram
encontradas sete resolu¢des, sendo duas relacionadas a
poluicdo por atividade petrolifera (em margo de 2012).

Constatamos que, enquanto o pais caminhou bem
em relacdo ao protecionismo das aguas (fato que pode
ser verificado pelas varias resolucdes CONAMA do
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periodo — Resolugdes CONAMA 269/2000, 357/2005,
393/2007, 396/2008, 398/2008 e 430/2011, entre outras)
e em relagdo a protecdo do ar (Resolugdoes CONAMA
403/2008,432/2011,433/2011, entre outras), as questdes
que envolvem a protecdo do solo quase sdo inexistentes,
sendo a mais importante a que trata do uso do solo (Re-
solugio CONAMA 005/1995). Algumas apresentam a
protecdo do solo como item coadjuvante do personagem
principal, que ¢ a poluicdo das aguas, fato que pode ser
observado na resolucdo CONAMA 420/2009.

Contudo, isso ndo quer dizer que o solo esteja fora
do ordenamento juridico brasileiro. Segundo Avanzi e
colaboradores (2009, p. 118), o primeiro Codigo Flo-
restal Brasileiro objetivava a manutencéo da cobertura
vegetal protetora das terras, a fim de conservar o regime
das aguas e evitar a erosao das terras pela acdo das intem-
péries. Até este momento, a preocupacédo da legislacao
seria de evitar a degradacdo dos recursos naturais.

A Lei 6.225/1975, segundo este objetivo, facul-
tou ao Ministério da Agricultura a discriminagdo de
regides onde a exploragdo econdmica estaria vinculada
a “prévia execugao de planos de proteg¢@o ao solo e de
combate a erosao” (art. 1°, caput, Lei 6.225/1975). Atu-
almente, o que vigora é o Programa Nacional de Bacias
Hidrograficas e Conservagdo de Solos na Agricultura,
programa este que visa diretamente a preservagédo e ao
uso sustentavel dos recursos hidricos e do solo (AVANZI
et al., 2009, p. 119). No mesmo ano, entra em vigor o
Decreto 76.470/1975, que “cria o Programa Nacional
de Conservacdo dos Solos — P.N.C.S. — e da outras
providéncias”. No seu primeiro artigo, a lei demonstra
0 seu objetivo, que é “promover, em todo o territorio
nacional, a adogao das praticas de conservacao do solo,
assim entendidos a manutencdo e o melhoramento da
sua capacidade produtiva”.

O parcelamento do solo urbano, regulado pela Lei
6.766/1979, por tratar do loteamento e desmembramento
do solo urbano e, portanto, mais especificamente rela-
cionado aos aspectos quantitativos do recurso, foge do
escopo qualitativo dado ao tratamento da contaminacéo
dos solos. Contudo, a alocagdo de atividades poten-
cialmente causadoras de significativos impactos sobre
a qualidade do solo, como postos de gasolina, deveria
merecer tratamento especial. A titulo de ilustragdo, ape-
nas o Estado de Sao Paulo possui legislagdo especifica

para os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPS),
segundo Jacques e colaboradores (2007). Continuando
com os autores, concordamos que:

Independentemente da atividade industrial, os centros
urbanos séo os locais com maior potencial de contami-
nagdo dos HAPs, devido aos postos de combustiveis,
que podem contaminar o ar, 0 solo, o subsolo e as aguas
subterraneas com hidrocarbonetos resultantes dos vaza-
mentos nos tanques subterraneos de armazenamento de
combustiveis (JACQUES et al., 2007, p. 1.193).

Apesar dos impactos reais e potenciais a que se
encontra submetido, o solo permanece como recurso
secundario ou subsidiario, merecendo tratamento juridi-
CO apenas como recurso natural que se presta a alguma
atividade econdmica principal, como a agricultura, sem
o estabelecimento especifico de normas, de padrdes de
emissdo e locacionais das diferentes atividades econo-
micas.

Apenas com o0 advento da Lei 6.938/1981 (Politi-
ca Nacional de Meio Ambiente) o solo passa a receber
tratamento diferenciado, assim como toda a temética
ambiental. O marco do ordenamento juridico ambiental
denota, pela primeira vez em ambito federal, a pers-
pectiva holistica do ambiente, que seria recepcionada
pela CF/88.

Assim sendo, nesta lei federal est4 estabelecido
que:

Art. 2° - A Politica Nacional do Meio Ambiente tem
por objetivo a preservagdo, melhoria e recuperacgao da
qualidade ambiental propicia a vida, visando assegurar,
no Pais, condi¢des ao desenvolvimento socioecondmi-
co, aos interesses da seguranga nacional e a protecéo
da dignidade da vida humana, atendidos os seguintes
principios:

[...] Il - racionalizagéo do uso do solo, do subsolo, da
agua e doar;

[-]

Art. 3° - Para os fins previstos nesta Lei, entende-se por:
[...] V - recursos ambientais: a atmosfera, as aguas in-
teriores, superficiais e subterraneas, os estudrios, o mar
territorial, o solo, o subsolo, os elementos da biosfera,
a fauna e a flora (Lei 6.938/1981).
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Ao reconhecer a importancia do solo como recur-
so ambiental individualizado e definir como principio
da Politica Nacional de Meio Ambiente (PNMA) a
racionalizacdo do seu uso, devemos interpretar que
a Lei 6.938/1981 determina que o recurso ambiental
“solo” deve ser preservado e restaurado “com vistas a
sua utilizacdo racional e disponibilidade permanente,
concorrendo para a manutencéo do equilibrio ecol6gico
propicioavida” (art. 4°, VI, Lei 6.938/1981). Concepcao
que nos parece ancorada, quando da leitura da legislacdo
ambiental em vigor, nas Leis 7.661/1988, 8.171/1991,
9.433/1997 e 9.605/1998, impregnadas de dispositivos
relacionados a gestdo e fiscalizagdo do seu uso racional.

Dai compreendermos que o legislador, ainda que
nao explicitamente ou de forma rudimentar, concebia a
perspectiva de longo prazo e, portanto, de sustentabili-
dade no uso dos recursos ambientais, de forma geral, e
do solo, especificamente. Preocupacdo que, devido ao
aumento das atividades humanas e a pressdo antrépica
sobre 0s recursos naturais, tais como o solo e a agua,
vem se destacando nas Ultimas décadas.

A utilizacdo descuidada e sem planejamento dos
recursos naturais ocasionou a degradacao e as alteracdes
nos ecossistemas naturais, principalmente devido ao
manejo incorreto dos solos, resultando na desvinculagéo
entre crescimento econdmico e desenvolvimento susten-
tavel (AVANZI et al., 2009, p. 116; SILVA et al., 2011,
p. 2). Estas acdes antrdpicas, ao longo do tempo, t€m
alterado a fertilidade dos solos e reduzido a capacidade
dos indicadores bioldgicos em indicar o nivel de degra-
dacdo ambiental (OLIVEIRA e SOUTO, 2011, p. 2).

Ainda assim, a tutela juridica da qualidade do
solo, como ocorre na Lei de Crimes Ambientais (Lei
9.605/98), esta inserida em uma interpretacdo geral do
crime de poluigdo, tipificado no art. 54: “Causar polui-
cdo de qualquer natureza em niveis tais que resultem
ou possam resultar em danos a salde humana, ou que
provoquem a mortandade de animais ou a destruicao
significativa da flora” (no mesmo sentido, as infra-
¢coes e sangdes administrativas previstas no Decreto
6.514/2008, especialmente em seu art. 61).

Especificamente, ha a qualificagdo do crime tipifi-
cado no art. 54, § 2°,V, de ocorréncia de poluicao “por
lancamento de residuos sélidos, liquidos ou gasosos, ou
detritos, 6leos ou substancias oleosas, em desacordo com

as exigéncias estabelecidas em leis ou regulamentos” (v.
art. 62, V, Decreto 6.514/2008).

Segundo Silva e colaboradores (2011, p. 2), quando
os sistemas naturais sao modificados pela agao humana,
estas areas tornam-se degradadas e podem ter a sua ca-
pacidade melhorada, conservada ou diminuida. Quando
a alteracdo esta associada a processos que resultam na
perda da capacidade natural do sistema, diz-se que estas
areas estdo degradadas. Sendo assim, a qualidade do solo
e a sua sustentabilidade podem ser afetadas por fatores
tais como o sistema politico que norteia a tomada de
decisdo do Poder Publico, as forgas sociais, a pressdo
demografica, a disputa de terra, as aspiragdes ¢ as ne-
cessidades de cada tipo de cultura.

Nesse sentido, o licenciamento ambiental, configu-
rado como principal instrumento da PNMA (art. 9°, IV,
Lei 6.938/81), e a elaboragéo do Estudo de Impacto Am-
biental (EIA), constitucionalmente prevista no art. 225, §
3°, CF/88), constituem-se fundamentais para a qualidade
do solo, especialmente em razéo da poluigéo por residuos
da cadeia petrolifera. O licenciamento ambiental do setor
esta obrigado a elaborar o EIA e respectivo Relatorio de
Impacto Ambiental (RIMA), conforme disposi¢do da
Resolugdo CONAMA 001/86 (v. art. 2°, 111, V e VIII).
A previsdo dos impactos sobre o solo dessas atividades
é item obrigatorio do EIA/RIMA, de acordo com 0s arts.
5% 11, e 6°, 11, da mesma Resolucédo. Cabe, portanto, ao
orgdo ambiental o acompanhamento e a fiscalizagao das
atividades em conformidade com as condicionantes do
licenciamento ambiental e, assim sendo, aumentar a
objetividade da protecdo desse recurso, suprindo, de
certa forma, a lacuna legal discutida.

Para tanto, devemos entender a concepgao consti-
tucional de desenvolvimento sustentavel — vinculadora
para as politicas publicas, especificamente, as politicas
ambientais — da maneira mais ampla possivel, conforme
argumentacéo de Machado e Vilani (2010; 2011). Parti-
mos da competéncia da Unido, dos Estados e do Distrito
Federal de legislar concorrentemente sobre defesa do
solo (art. 24, V1, CF/88). A partir da construcdo tedrica
dos autores e pelo exposto até aqui, podemos aplicar,
no que toca ao tema deste trabalho, que o desenvolvi-
mento sustentavel nacional pressupde o cumprimento
da funcdo social da propriedade rural e o planejamento
e 0 adequado aproveitamento do solo urbano, de acordo
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com os ditames das fungdes sociais da cidade, para as
presentes e futuras geragdes (art. 182, caput, § 4° e art.
186, caput, c/c. art. 225, caput, in fine, CF/88).

Para tanto, para se pensar em desenvolvimento
sustentavel € preciso que haja regulamentagao especifica
em relagdo a qualidade do solo, tanto para as politicas de
desenvolvimento urbano como para as politicas agrarias
e em suas interfaces com as demais politicas setoriais. A
distancia que nos encontramos para o estabelecimento
de uma politica nacional integradora ¢ a mesma para a
constru¢do das bases de dignidade para a existéncia das
presentes e futuras geracdes.

Ainda que no ordenamento juridico estejam previs-
tos instrumentos para a protecao do solo, a auséncia de
normas especificas limita a atuagao dos proprios 6rgaos
ambientais encarregados do licenciamento ambiental,
visto estarem submetidos ao principio da legalidade.

No atual momento de expansao da atividade petro-
lifera no pais, com novas refinarias e as expectativas em
torno da producdo do Pré-sal, a destinagéo dos residuos
produzidos diretamente pela indUstria petrolifera, além
daqueles contaminados por seus derivados, como 6leos,
graxas e combustiveis, deve repercutir diretamente na
regulamentacéo da qualidade do solo. Isso porque a falta
de planejamento ou a destinacéo inadequada em aterros
sanitarios e industriais, além da disposi¢ao em lixdes e
vazadouros, comprometera o solo, com seus desdobra-
mentos sobre 0s recursos hidricos.

Para exemplificar a complexidade do tema ¢ a
relevancia da discussdo, destacamos, a partir de Bona e
Santos (apud MARANHO et al., 2009, p. 268), que 0 pe-
tréleo reduz a capacidade de retencdo de &gua pelo solo,
interferindo no crescimento das plantas (v. th. GOGOSZ
et al., 2010; LOPES e PIEDADE, 2010).

A edicdo de normas especificas e a implementagao
de politicas publicas precisam, portanto, reconhecer e
internalizar a natureza holistica da questdo ambiental sob
uma perspectiva de longo prazo, em respeito ao direito
das futuras geragdes a qualidade de vida.

A preocupacéo de longo prazo precisa ser ressal-
tada e, por isso, encontra-se relevada no conceito de
desenvolvimento sustentavel sob o manto da respon-
sabilidade intergeracional, diante da magnitude dos
impactos relacionados ao solo, como a desertificacao.
Oliveira e Souto (2011, p. 3) destacam da Convencdo

Mundial de Combate a Desertificagao (Projeto BRA
93/036 — operacional até 2000, quando comegou a ser
reestruturado) seu primeiro artigo, com a seguinte defi-
nigdo de degradacdo de terras:

[...] reducdo ou a perda da produtividade bioldgica ou
econdmica das terras agricolas de sequeiro das terras
de cultivo dos pastos e dos bosques em zonas aridas,
semidridas e subimidas secas, pelos sistemas de utili-
zacdo de terra ou por um processo ou uma combinagéo
de processos, incluidos os resultantes de atividades
humanas e padrdes de povoamento, tais como: [...] (ii)
a deterioracdo das propriedades fisicas, quimicas e bio-
légicas ou das propriedades econdmicas do solo e (iii)
a perda duradoura da vegetagdo natural.

Hillei (1998, apud DINIZ FILHO et al., 2007, p.
28) destaca que “a civilizacdo atual cada vez mais de-
penderéa do solo, principalmente porque vem aumentando
esta dependéncia, enquanto os recursos naturais dispo-
niveis de solo vém diminuindo e sendo deteriorados”.

Kathounian (2001, apud VEZZANI e MIEL-
NICZUK, 2009, p. 750) afirma que “a fertilidade ¢ a
capacidade de gerar vida, e € da matéria vegetal que se
nutrem os complexos de vida”. Sendo assim, 0 mesmo
autor complementaria que “ndo esta no solo, nem nas
plantas, nem nos animais, mas no seu conjunto dindmico,
integrado ¢ harmonico, que se reflete em boas proprieda-
des do solo e boa producéo vegetal e animal”.

Por meio da preservacdo, monitoramento e respos-
tas ao uso do solo pode-se perceber as alteragdes que o
ser humano vem causando ao solo de forma cada vez
mais intensa e acelerada. Sendo assim, seria interessante
relacionar as alteragdes que vém ocorrendo ao longo
do tempo (que podem resultar na extingdo de diversas
civilizagdes) com a sustentabilidade dos sistemas (DINIZ
FILHO et al., 2007, p. 28; SILVA et al., 2011, p. 10).

Vezzani e Mielniczuk (2009, p. 750) destacam que
o solo, agindo isoladamente, ndo consegue atingir a sua
plena qualidade, necessitando da vegetacdo que ali se
desenvolve para tal. Entretanto, segundo os mesmos
autores, ndo se pode esquecer dos demais sistemas en-
volvidos no processo para recuperacao do solo, tais como
seus microrganismos presentes, integrados e adaptados
ao seu local no ambiente, tese corroborada por estudos
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desenvolvidos, por exemplo, por Maranho et al. (2009),
Lopes e Piedade (2010), Jacques et al. (2007) e Mariano
etal. (2007).

Constatamos que a regulamentacdo do solo em
nosso ordenamento ainda carece de maior sistematici-
dade, apesar dos avancos alcancados na década de 1990,
e que esta tarefa demanda urgéncia diante dos impactos
provenientes da gestdo inadequada do solo, em area
urbana ou rural. Defendemos a necessidade de aplicacéo
do modelo de desenvolvimento sustentavel encerrado na
Constituicdo Federal pelas politicas publicas ambientais,
em especial aquelas que tratem, direta ou indiretamente,
do solo.

Podemos, diante do cenario apresentado, tecer
algumas consideracdes e proposi¢cdes no sentido de
fortalecer esse processo de constru¢do de uma sociedade
economicamente desenvolvida e socialmente igualitaria
em um ambiente ecologicamente equilibrado (MACHA-
DO, 2012).

Consideracoes finais

O solo é um recurso natural extremamente com-
plexo e que permite que os demais recursos fiquem
disponiveis na sua melhor forma. Este recurso, estando
ecologicamente equilibrado e com a sua qualidade as-
segurada, possibilita a produtividade biol6gica, mantém
a qualidade dos outros recursos ambientais e, por fim,
permite a sobrevivéncia do homem em um ecossistema
equilibrado por um longo tempo.

O arcabougo ambiental em relacdo ao solo foi sen-
do construido aos poucos e vem sendo constantemente
ampliado. O passo inicial desta construgdo foi dado em
1975, demonstrando uma primeira preocupagdo com o
solo propriamente dito, porém mais voltada para a eroséo
que prejudicaria a vida humana.

A década de 80 foi marcada por dispositivos que
fizeram com que este recurso passasse a ser realmente
reconhecido. No inicio da década de 80, o solo foi iden-
tificado como recurso ambiental, sendo exigido o seu uso
racional. Na década seguinte, teve inicio a preocupagdo
com o solo pelo uso de agrotéxicos e, posteriormente,
seu tratamento vinculado a gestdo das aguas. A cami-
nhada legislativa, entretanto, apesar destes avancos e do

estabelecimento de penalidades pelos danos causados ao
solo, estagnou no processo de erosdo e ampliou o rol de
danos ambientais, como aqueles inerentes a indUstria
petrolifera, que podem comprometer a qualidade solo.

As lacunas deixadas pela politica ambiental ado-
tada nos ultimos anos tornam preocupante a questdo da
industria do petréleo no pais. Conforme descrito por
Silva e colaboradores (2011), a cadeia do petroleo é vasta
e extremamente poluente desde os primeiros processos
de prospeccdo até sua distribui¢do e utilizacao dos deri-
vados pelo consumidor final.

Ao se fazer uma analise das principais resolugdes
do CONAMA, se observa claramente a preocupacao
do 6rgdo em regular questdes relacionadas a poluicao
das aguas em primeira instancia. Até nas resolugdes
de abrangéncia maior, como a Resolug¢do 420/2009,
percebe-se claramente o0 objetivo primario da resolucéo,
que € proteger o solo que entra em contato com ambientes
aquaticos. Isto é observado no artigo segundo, paragrafo
Unico. AResolucéo 362/2005 é outro dispositivo que tra-
ta do descarte de 6leo lubrificante usado ou contaminado,
porém com enfoque na protecdo aos ambientes aquaticos.
Esta resolugdo é uma, entre outras, que néo privilegiam
0 solo como objeto principal do proprio dispositivo
juridico regulamentador. Em todo texto, percebe-se a
preocupagdo com a problematizacéo da poluigdo do solo
alcancar leitos aquéticos. Esta preocupacao é vélida,
porém ndo deve pautar uma resolugdo que se propode
regulamentar questdes direcionadas a poluigdo do solo.

Obviamente, a poluicdo da agua, em conjunto com
apoluicdo do solo, é importante e merece o devido trata-
mento, porém os impactos ambientais de tais polui¢cdes
sdo diferentes, alcancam ambientes diferentes e por isto
devem ser tratados de forma diferenciada.

Em termos gerais, o desafio central, observado a
partir da legislacdo analisada, é o tratamento esparso
do solo em meio as diferentes normas ambientais em
vigor, que disciplinam desde aspectos ambientais da
agricultura até a gestdo das aguas. Entretanto, apesar
de reconhecida a importancia do solo como substrato
de atividades econdmicas e de conservacdo de outros
recursos naturais, nao ha, ainda, uma regulamentagao
que estabeleca as diretrizes, principios e objetivos do
planejamento e gestdo de seu uso racional.
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Especificamente, duas questdes merecem atengao
ao se pensar a interface entre o desenvolvimento da ati-
vidade petrolifera no pais e a conservagéo da qualidade
do solo para as presentes ¢ futuras geragoes:

a. Auséncia de regulamentacdo clara sobre a po-

luigdo do solo causada por petréleo e derivados;

b. Tratamento da polui¢do do solo como uma

poluicdo secundaria.

Passadas trés décadas do conceito legal de meio
ambiente como o “conjunto de condigdes, leis, influén-
cias e interagdes de ordem fisica, quimica e bioldgica,
que permite, abriga e rege a vida em todas as suas
formas” (art. 3°, I, Lei 6.938/1981), ndo é concebivel a
permanéncia de lacunas em relagdo a visao holistica de
meio ambiente. Sobretudo, diante de um recurso cuja
racionalizacdo de seu uso é considerada essencial para
a manutencdo do equilibrio ecolégico propicio a vida
(art. 2, 11 c/c. 4°, VI, Lei 6.938/1981).

As resolu¢des CONAMA precisam urgentemente
de reformulagdes para que tenham abrangéncia maior do
que as regulamentagdes existentes hoje. Ha necessidade
clara de tratamento mais detalhado em relagao a poluicédo
de solo causada por vazamentos de petréleo e derivados,
além de melhor regulamentacao sobre os transportes de
derivados, quer sejam por navios, caminhdes ou dutos
de transporte.

O arcabouco judiciario brasileiro voltado para a
matéria ambiental vem sendo constantemente revisto e
adaptado. Para atingir o seu pleno objetivo, assim como
permitir que ocorra um “desenvolvimento sustentavel”
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APENDICE H - Desenvolvimento pés-seminal d@ graveolens ap6s 60 dias em solo
contaminado artificialmente com OD.

Legenda: (A) solo controle; (B) solo contaminado com 0,25 % OD; (C) solo contaminado com 0,50 % OD; (D)
solo contaminado com 1,0 % OD e (E) solo contaminado com 2,0 % OD.

Legenda: (A) solo controle; (B) solo contaminado com 3,0 % OD; (C) solo contaminado com 4,0 % OD; (D)
solo contaminado com 5,0 % OD e (E) solo contaminado com 6,0 % OD.
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APENDICE | - Plantulas deR. graveolens ap6s 60 dias em solo contaminado artificialmente
com OD.

Legenda: (A) solo controle; (B) solo contaminado com 0,25 % OD; (C) solo contaminado com 0,50 % OD; (D)
solo contaminado com 1,0 % OD e (E) solo contaminado com 2,0 % OD.

Legenda: (A) solo controle; (B) solo contaminado com 3,0 % OD; (C) solo contaminado com 4,0 % OD; (D)
solo contaminado com 5,0 % OD e (E) solo contaminado com 6,0 % OD.
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APENDICE J - Organogémese direta de Ruta graveolens

Legenda: plantas mantidas em MSO.

Legenda: Estoque de plantas mantiaogtro.



APENDICE K - Cromatograma de Ruta graveolensxpostas a benzo[a]pireno in vitro por 21 dias (MS0).

2500-Tiagem Acetonitila agua #15 [modified by LABPLAN] 1480
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APENDICE L - Cromatograma de Ruta graveolensxpostas a benzo[a]pireno in vitro por 21 dias (MSDCM).

1.800+

1,500+

1.000+

“Triagem Acetonitrila 4gua #21 [modified by LABPLAN]
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[UVAYE]
WVL:340 nn
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APENDICE M - Cromatograma de Ruta graveolensxpostas a benzo[a]pireno in vitro por 21 dias (B[a]P1).
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400 Triagem Acetonitrila 4gua #20 [modified by LABPLAN] 21B1 W VIS 3
mAU WVL:340 ni
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APENDICE N - Cromatograma de Ruta graveolerexpostas a benzo[a]pireno in vitro por 21 dias (B[a]P2).

1800, T1iagem Acetonitrila agua #19 [modified by LABPLAN] 21B2 uv_Vvis 3
7 ImAU WVL:340 |
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APENDICE O - Cromatograma de Ruta graveoleresxpostas a benzo[a]pireno in vitro por 21 dias (B[a]P3).
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130[}'”395"‘ Acetonitrila Agua #18 [modified by LABPLAN] 21B3 Uv_vIS 3
mAU 1-17.040 WVL:340
1,500+
2-20,347
1.000+
3-48,893
500
mi
U .
00 25 50 75 100 125 150 175 200 25 250 215 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 55,0 575 60,0
2 Oom'Tnagem Acetonitrila dgua #2 [modified by LABPLAN] 1483 uv_vIs_3
Al WVL:340 nm)
1-17,3%0
1.500+ 2-19,807
1,000+
3-48,230
500
w T T T T T T T T T T T T T T T T i
00 25 50 75 100 125 150 175 200 25 250 215 30,0 325 350 375 40,0 425 45,0 415 50,0 525 55,0 575 60,0
ADW'Tnagem Acetonitrila dgua #1 [modified by LABPLAN] 783 Uv_VvIS 3
mAU WVL:340 ni
1-17397
3004
2004 2-19.807
100 3-48,237
50 mi
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
00 25 50 75 100 125 150 175 200 25 250 215 300 325 350 375 40,0 25 450 415 50,0 525 550 575 60,0




ANEXO A - Ficha de Informacao de Seguranca de Produto Quimico (FISPQ) — 6leo diesel S50

Ficha de Informagao de Seguranga
de Produto Quimico =FISPQ

prooute: OLEO DIESEL S

Data: 03012011 N*FISPa:

50 Pagina 1 de 10

BRU108 Varsfio: 0,1F  Anula o substitui versic:  *Todas as antericras

Ficha de Informagao de Seguranga
- de Produto Quimico = FISPQ

1 = |DENTIFICAGAD DO PRODUTO E DA EMPRESA

Nome do preduto:

Cédigo interno de identificagio:
Neme da empresa;

Enderago:

Telefone:

Telefone para emergéncias:

GLEO DIESEL 550

BRO108

PETROBRAS DISTRIBUIDORA 5.4,

Rua General Canabarro 500

2027 1=900 = Maracand = Rio de Janeiro (RJ),
0800 78 2001

08000 24 24 33

2 = |DENTIFICAGAQ DE PERIGOS

PER|GOS MAIS IMPORTANTES:

EFEITOS DO PRODUTO

- Efeltos adversos & salde humana:

= Efeitos ambientais:

= Perlges fislcos ¢ quimlicos:

= Perigos especificos:

= Principais sintomas:

Liguidos & vapores inflaméveis, Nocive se inalado, Causa iritagio &
pele, Causa dano ao trate gasirointestinal, sistema nervoso central ¢
pulmées se ingerido. Pode causar dano ao figado e rins se ingerido,
Fode causar soncléncia & verfigem (efeitos narcoticos), Pode causar
irfitagho respiratiria (iFritagdo da drea respiraldria). Pode ser moral
em caso de ingestdo e por penefragdo nas vias respiratirias. Este
produto contém gas sulfidrico, extremamente léxico e inflamével,

O produto pede causar efeiles narcilicos e irrilagiio respiraldria se
inalado, Pode causar imifagdo aos clhos, Causa dano ao trato
gastrointestinal, sistema nervoso cenlral @ pulmies se ingerido, Pode
causar dano ao figado e rns se ingeride. Pode causar morte se
aspirado,

Este produto pode apresentar perigo para o meio ambients em casos
de grandes derramamentos,

Liguldes & vapores Inflamévels,

Liguides e vapores inflaméveis, Recipientes podem explodir se
aquecidos, Quando aguecidos, este [iquido libera gases iritantes e
taxicos,

Vermelhidie, dor & lacrimejamento ccular, Nauseas, vémitos e
célicas abdominais, Tosse e insuficiéncia respiratdra  severa,
Tonlura, verligens, dores de cabega, confusdo mental, perda de
consciéncia, Engasgos e dispnéia,

= Classificagdo de perige do produto: Liguidos inflamaveis — Categoria 3

Toxicidade aguda — |nalagio — Categoria 4
Corrasivolirritante # pels — Categoria 2
Toxicidade sistémica ao drghc-alve apds Onica exposicio —

prooute: QLEO DIESEL S 50 Pagina 2 do 10
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Categoria 3

Perigo por aspiragdo — Categoria 1

-Sistena de classificagiio adotade: MNerma ABNT-NBR 14725-Parte 2:2004,
Adogao do Sistema Globalmente Harmonizado para a Classificagfo
e Rolulagem de Produtos Quimicos, ONU,

-Visdio geral das emergéncias: LIQUIDO INFLAMAVEL E PER|GOSO PARA A SAUDE HUMANA,

ELEMENTOS APROPRIADOS DA ROTULAGEM

= Pictogramas:

=Palavra de adverténcia: PERIGO

=Frases de perigo: Liguidos e vapores inflamaveis,
Mocivo se inalado,
Causa irritagio a pele,

Causa dano ao frato gastrointestinal, sistema nervoso central e
pulmées se ingerido,

Pode causar dana ao figado  rins se ingerida,

Fode causar sonoléncia e verigem {efeitos narciticos),

Pode causar imitagao respirataria (imitago da drea respiratdria),
Pode ser morlal em caso de ingestdo e por penelrago nas vias

raspiratorias,

-Frases de precaugieo: Manterha afastade de calor [falscas] [e chamal [ndo fume].

Armazens em |ocal frescolbaixa temperatura, em |ocal bem ventilado
[seco] [afaslado de fonlss de caler e de ignigdc),

MNunea agpire (posira, vapor ou pévoa),

Quando em usa ndo [fume] [coma] [ou beba),

M&o use em |ocal sem ventilagio adequada,

Evite contato com olhos e pele,

Use equipaments de protecho individual apropriade,

Se ingerido, lave a boca com Agua [somente se a witima estiver
conscienta],

Em caso de indisposigio, consulte um médice,
Use meios de contengac para evitar contaminagio ambiental,
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de Produto Quimico = FISPQ
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Ficha de Informagao de Seguranca

de Produto Quimico = FISPQ

Mao permita o contato do produto com corpos d'agua,

3 - COMPOSIGAD E INFORMAGAD SOBRE OS INGREDIENTES

>>>SUBSTANCIA DE PETROLEO

Grupo de substincia de petrd|eo:

Nimero de registre CAS:

Ingredientss que contribuem para o
perigo:

Gasdlens: Oleo diesel

Gasdlens e dleos destilados 580 misturas complexas de petrdleo,
compostas pimaraments de hidrecarbonelos salurades (parafinicos
ou nafiénicos) cu arométicos com cadeia carbinica composta de 9 a
30 atomaos de carbono & ponto de ebuliglo entre 150 & 471°C,

rroouto: QLEO DIESEL S 50

Data; 03172011
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BA334-30-5
Ingredientes Concentragdo (%) CAS

Compaosto - NA
sulfurado,
Composto - Ma
nilrogenada,
Composto - Ma
ORIQENAnG,
Enxofre MMax 50 mg/Kg N&

4 = MED|DAS DE PRIMEIROS SOCORROS

Inalagde:

Contato com a pele:

Contato com os olhos:

Ingestie:

Prote¢éo do prestador de socorros
alou notas para medico:

Remaova a vilima para local arejado & manlenha=a em repouso,
Maonitore a fungio respiraténa, Se a vitima estiver respirando com
dificuldade, formega oxigénio, Se necessaro apligue respiragio
arlificial, Procure alengio médica, Leve esla FISPQ,

Remova as roupas & sapalos contaminados, Lave a pele exposta
com grande guanfidade de Agua, por pelo menos 15 minutos,
Procure atengio médica, Leve esta FISPQ,

Lave com Agua comerts por pelo menos 15 minues, mantenda as
palpebras abertas, Refire lentes de confato quando for o caso,
Procure alengio médica imedialamente, Leve esta FISPQ,

Lave a boca da vilima com agua em abunddncia, NAD INDUZA O
VOMITO, Pracure atengao médica, Leve esta FISPQ,

Evite contato com o produto 8o socomrer & vitima, Mantenha a vitima
em fepolso & aguscida, Mao lornega nada pela boca a uma pessea
inconsciente, O fratamento  sintomdatico  deve  compreender,
sobrefudo, medidas de suporle como comegfo de  distarbios
hidrosletroliticos, metabdlicos, além de assistancia respirataria,

5 = MED|DAS DE COMBATE A [NCEND|O

Meios de extingdo apropriados:

Meios de extingdo nio recomendados:

Métodos especiais de combata:

Perigos especifices no combate:

Protegdo de bombeiros/brigadistas:

Produta inflaméavel, Compativel com pé quimiceo, diéxido de carbono
(C0y) & neblina de dgua,

Jatos d'agua, Agua diretamente sobre o liguido em chamas,

Conigineres & tangues envolvidos no incéndic desvem ser resfriados
com jalos d'agua,

Recipienles podem explodir quando aguecides, Vapores podem se
dispersar & atigir fonles de ignigho e provoear chamas de refrocesso,
Risco de explosio em ambientes fechados, Este produto contém gas
sullidrico, extremamente inflamével,

Equipamenic de protegio respiratdria de tipo autdnome [SCBA) com
preasdo positiva e vestudrio protetor completo,

& - MEDIDAS DE CONTROLE PARA DERRAMAMENTO OU VAZAMENTO

Precaugbes pessoals
Remogac de fontes de ignigdo:

Prevengdo da inalagdo e do contato
com a pele, mucosas e clhos:

Precaugtes ac meio ambiente:

Métodos para limpeza:

Procedimentos a serem adotados:

Prevengdo de perigos secundarios:

Preduto inflaméavel. Remova todas as fontes de ignigho. Impega
fagulhas ou chamas, Mo fume,

MN&o logue nos recipientes danificados ou no malerial derramada
sem o uso de vestimentas adequadas, Evite inalagie, contato com
os olhos & com & pele. Utilize equipamento de proisgdo individual
conforme descrito na Segdo 8,

Evile que o produlo derramado alinja cursos dégua e rede de
esgotos, Ulilize spray d'dgua para reduzir 2 conceniragio de fumaos
no ar, Utilize sistema de ar forgado para manier as concenfragies de
gés abaixo da explosiva,

Colete o produte derramado e coloque em recipientes praprios,
Adsorva o produto remanescente, com arsia seca, terra, vermiculite,
ou qualquer outro material inerte, Gologue o material adsonido em
recipienies apropriados e remova=ns para local segura,

M&o descarte diretamente no meio ambiante ou na reda de esgoto, A
dgua de diluighe proveniente do combate ao fogo pode causar
paoluicio,

7 = MANUSE|DO E ARMAZENAMENTO

MEDIDAS TECNICAS APROPRIADAS PARA O MANUSEID

Prevengio da exposicio do

Evite inalagio e o contato com a pele, olhos e roupas, Evite respirar
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Ficha de Informagao de Seguranca

de Produto Quimico - FISPQ

trabalhador:

Precaugées e orlentagbes para
manuseio seguro:

Medidas de higiens:

vaporesingvoas do  produto, Utlize equipaments de  protecdo
individual ao manusear o produle, descritos na Segao B,

Manusele o produlo semenle em locals bem arejados ou com
sistemas de ventlagio geralflocal adequado, Evite formagéo de
VADOIes U névoas,

Nao coma, beba ou fume durante o manuseio do produto. Lave bem
as méos antes de comer, beber, fumar ou ir 8o banheiro, Roupas
contaminadas devem ser trocadas e |avadas anles de sua
reulilizagha,

MED|DAS TECNICAS APROPRIADAS PARA O ARMAZENAMENTO

Apropriadas:

Inapropriadas:

Materiais seguros para embalagens:

Recomendadas:

Mantenha o produto em local fresce, seco e bem ventilado, distante
de fonles de calor e ignigio, O local de armazenamento deve conter
bacla de contengdc para reter o produto, em caso de wazamento,
Mantenha os recipientes bem fechados & devidamente identificados,
0 |scal de armazenamento deve ter piso impermeaval, ndo oxidants
e com digue de contengiio para reler em caso de vazamenta,

Temperaturas elevadas, Fonies de ignigio, Contato com materials
incompativeis,

Nao especificade,

8 = CONTROLE DE EXPOSIGAQ E PROTEGAO |NDIVIDUAL

Paramstros de controle especificos

Limites de exposigio ocup

Medidas de controle de engenharia:

Ingredientes TLV—-TWA TLV—STEL
{ACGIH) (ACGIH)
Gleo diesel, 100 maim” -

Promova ventilagSc combinada com exaustdio local, especialmants
quands ocorrer lormaglo de vaperesindveas do produta, £
recomendado tornar disponiveis chuveiros de emergéncia e lava
olhos na drea de trabalho,

Equipamento de protegio individual apropriade

Protegio respiratéria:

Recomenda=se a utlizagio de respirader com fillre para vaperes
orgénicos para exposicies médias acima da metads do TLV-TWA,
Mos casos em gque a exposicdo exceda 3 vezes o valor TLV-TWA,
utilize respirador do tipe autdnomo (SCBA) com suprimento de ar, de
pega facial inteira, operado em modo de pressio positiva. Siga
grientagio do Programa de Prevengdo Respiratora (PPR), 3" ed,
Sho Paulo: Fundacentra, 2002,
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Prote¢dc das maos:
Protegdo dos olhos:
Protegio da pele e corpo:

Precauges especials:

Luvas de profecdo de PYVC,
Oculos de protegio com protecdo lateral,
Veslimenla pralelora adequada.

Evwite usar lentes de contato enguanto manusela este produto,

9 = PROPRIEDADES FiSICO=QUIMICAS

Aspecto:
Odor:
pH:

Ponte de fusdo/ponto de
congelamento:

Ponte de ebuligo inicial e faixa de
temperatura de ebuligiio:

Ponto de fulgor:
Taxa de evaporagao:
|nflamabilidade:

Limite inferiorisuperior de
inflamabilidade ou explosividade:

Pressdo de vapor:
Densidade de vapor:
Densidade:

Solubilidade:

Coeficiente de partigio — n=
actanollagua:

Tempaeratura de auto=ignigiio:
Temperatura de decomposigio:
Viscosidade:

Qutras informagdes:

Liguido limpide (isenio de materiais em suspensia),
Caracteristico.

Mao aplicivel,

Mo disponivel,

M&o disponivel,

38 °C Min,; Método NBR 7474

Méo disponivel,
Produts inflamave|,

Nao disponival,

Mao aisponivel,

Mio disponivel,

0,82 — 0,85 @ 20 °C; Mélodo NER-T148,
Ma agua: |nsolivel,

Em solventes orgdnicos: Solivel,

Log kow: 7,22 {dado estimado),

MNao disponivel,
ADDEC,
25— 505t a 40°C; Método DA45/NBR-10441,

Faixa de desfilagio: 100 — £00 °C a 101,325 kPa (760 mmHg)
Métode NBR-2612
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10 = ESTABILIDADE E REAT|VIDADE

Estave| sob condigBies usuais de manuseic e armazenamento, Nio
sofie polimenizagieo,

Estabilidade quimica:

Materizis/substineias incompativeis: Agentes oxidantes,

Produtos perigosos da decomposigdo: Hidrocarbonetos |eves & pesados & cogue,

11 = |[NFORMAGOES TOX|COLOGICAS

Coma depressor do sistema nervoso central, pode causar efellos
narcificos como dor de cabega e tontura, Pode causar confusdo
mental e perda de consciéncia em allas concentragies, O produlo
pode causar irilagdio das vias adreas superdores se inalado
causando tosse, dor de garganta & falta de ar, Causa irtagéo a pele
com vermelhiddo e dor no |ocal atingids, Pode causar irilaggo ocular
com vermelhidio, dor o lacrimejaments, Pode ser fatal se aspirade,
causando pneumonia quimica, Pode causar a morls se ingerido ou
inalado, Este produle contém gas sulfidrico, extremamente toxica,

Toxicidade aguda:

DLSO(oral, ratos): = 5000 ma'ky

DLSO {dermica, coulhos): = 3000 moky

Pode causar dermalite apds contate repetide e prolongade com a
pele,

Carcinogenicidade:  Suspeilo  carcindgeno humano  (GHS e

Regulamenla (CE) N* 12722008 do Parlamente Eurepeu ¢ do
Consalha),

Texicidade crénica:

Efeitos especificos:

12 - INFORMAGOES ECOLOGICAS
Efeitos ambientais, compertamentos ¢ impactes do predute

Eceloxicidade: Em caso de grandes derramamentos o produle pode ser pefigoso
para o meio ambiente devido & possivel formagdo de uma pelicula
do produto na superlficie da agua diminuindo os nivels de axigénio
dissolvido,

Persisténcia e degradabilidade: E esperada baixa degradacio e alta persisténcia,

E esparado polencizl de bicacumulagdo em organismos aquéticos,
Lag kow: 7,22 {dade estimado),

Potencial bioacumulativo:

13 - CONSIDERAGOES SOBRE TRATAMENTO E DISPOSIGAQ
Métodos recomendados para tratamento e disposigio aplicados ao:
Produto: Evite a exposicio ocupacio na| ou a contami nagio ambienta|, Recicle

gualguer parcela ndo utlizada do material para seu use aprovado ou
retornié=lo ao fabricante ou ao formecedor, Outros métodos consultar
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Restos de produtos:

Embalagem usada:

|zgislagio federal & estadual Resolugfio COMNAMS 0051993, NER
10,004/2004,

Manter restos do produto em suas embalagens originais, fechadas ¢
dentro de tambores metdlicos, devidamense fechados, de acordo
com a legislagdo aplicdvel. O descarle deve ser realizado conforme o
estabelecide para o produte, recomendando=se as rofas de
processamento em cimenteiras e a incineragdo,

MNunca reulilize embalagens vazias, pois elas podem conler reslos do
produto e devem ser mantidas fechadas e encaminhadas para serem
destruldas em Iocal apropriado, Neste caso, recomendas-se envio
para rotas de recuperagho dos lambores ou incireragio,

14 - |NFORMACOES SOBRE O TRANSPORTE

Regulamentagdes nacionais e internacionais

Terrestre:

Hidroviario:

Aérea:

N* ONU:

Nome apropriade para o embargue;

Classe de risco:

Nimero de risco:

Decrato n®, 96,044, de 18 de maio de 1288 Aprova o Regulamerta
para o Transporle Hodovidrio de Produlos Perigosos e da oulras
providéncias,

Agéncia Macional de Transpories Terrestres (ANTT): Resolugdes
Ne, 420004, FOA/04, 1644106, 265708, 2575/08 ¢ 338310,

DPC - Diretoria de Porlos e Costas (Transporte em  dguas
brasilsiras)

Mormas de Auloridade Marilima [NORMAM)

NORMAM 01/DPC: Embarcagdes Empregadas na Navegagio em
Mar Aberto

MNORMAM 02/DPC: Embarcagies Empregadas na Mavegagio
Interior

IMO = “International Maritime Organizatien” (Organizacdo Maritima
Intemacionz(}

Imemational Marilime Dangersus Goods Code (IMDG Code) —
Incorperating Amendment 34-08; 2008 Editien,

DAC - Departamento de Aviagie Civil: |AC 153=1001, Instrugie de
Aviag#io Civil — Normas para o transporte de arfigos perigosos em
aeranaves civis,

IATA — “Inemnational Air Transport Asscciation” (Associagio
Macional de Transporte Aérea)

Dangerous Goods Regula'.ion (DGR} — 51" Edition, 2010,
1202
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Grupo de embalagem: I}

15 - REGULAMENTAGOES

Regulamentagdes: Decreto Federal n® 2,657, de 3 de julho de 1998
Morma ABNT-NBR 1472542000

Lai nM2305 de 02 de agosto de 2010 (Politca Macional de
Reslduos Sélides),

Decreto n®7.404, de 23 de dezembro de 2010,

Produlo sujeito a controle e fiscalizagio do Ministéro da Juslica —
Deparlamento de Policia Federal — MJ/DPF, quande se tralar de
imporiagio, exportagdo e reexportagio, sendo  indispensével
Autorizagdo Prévia de DPF para realizagio deslas operages,

16 - OUTRAS INFORMAGOES
Esta FISPQ foi elaborada baseada nos conhecimentos atuais do produto guimico e fornece informagies quanto 4
protecdio, 4 seguranga, 4 salde e ac meio ambiente,

Advertesse que o manusela de gualguer substdncla guimica reguer o conhecimento priévie de seus periges pelo
usudrio, Cabe & empresa usudria do produto promover o treinamenio de ssus empregados & contfratados quanto
aos possivels riscos advindos do produto,

Siglas:

ACGIH - American Conference of Governmental indusirial Hygienists
CAS - Chemical Abstracts Senvice

Dlg; - Dose letal 50%

|ARG — intemational Agency for Research on Cancer

STEL — Short Term Exposure Limif

TLY - Threshoid Limit Value

TWA - Time Welghted Average

NA — N&o Aplicdvel
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[PETROLEUM HPV] PETROLEUM HIGH PRODUCTION WVOLUME. Disponivel am:
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[REACH] REGISTRATION, EVALUATION, AUTHORIZATION AMD RESTRICTION ©OF CHEMICALS.
Commission Regulaton (EC) No 1272/2008 of 16 December 2008 amending and repealng Direclives
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