ESTRATEGIAS DE BIOESTIMULO DE SEDIMENTO DE
MANGUEZAL CONTAMINADO COM
HIDROCARBONETOS EMPREGANDO FERTILIZANTES
DE LIBERACAO LENTA.

RICARDO FURTADO E SILVA

Dissertacdo Apresentada ao Curso
de Pés-Graduacdo em Tecnologia
de Processos Quimicos e
Bioquimicos para a Obtencdo do

Grau de Mestre em Ciéncias

ORIENTADOR:

PROFA. SELMA GOMES FERREIRA LEITE, D.Sc.
PROF. ALEXANDRE SOARES ROSADO, D.Sc.

Universidade Federal do Rio de Janeiro
Escola de Quimica
2008



ESTRATEGIAS DE BIOESTIMULO DE SEDIMENTO DE
MANGUEZAL CONTAMINADO COM HIDROCARBONETOS
EMPREGANDO FERTILIZANTES DE LIBERACAO LENTA.

RICARDO FURTADO E SILVA

Dissertacao Apresentada ao Curso de Pds-Graduacao em
Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos para a Obtencéo

do Grau de Mestre em Ciéncias (MSc)

Universidade Federal do Rio de Janeiro
Escola de Quimica
2008

Silva, R.F.



ESTRATEGIAS DE BIOESTIMULO DE SEDIMENTO DE
MANGUEZAL CONTAMINADO COM HIDROCARBONETOS
EMPREGANDO FERTILIZANTES DE LIBERACAO LENTA.

RICARDO FURTADO E SILVA

Dissertacdo submetida ao Programa de Pds-graduagdo em
Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos da Escola de Quimica
da Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos
necessarios a obtencao do grau de Mestre em Ciéncias, sob orientagao

da Prof. Selma Gomes Ferreira Leite.

Aprovada por: ORIENTADORES

Profa. Selma Gomes Ferreira Leite

Prof. Alexandre Soares Rosado

Fabio Vieira de Araujo, DSc

Raquel Silva Peixoto, DSc

Eliana Flavia Camporese Sérvulo, DSc

Rio de Janeiro, 06 de Junho de 2008

Silva, R.F.



FICHA CATALOGRAFICA

Silva, Ricardo Furtado
ESTRATEGIAS DE BIOESTIMULO DE SEDIMENTO DE MANGUEZAL
CONTAMINADO COM HIDROCARBONETOS EMPREGANDO FERTILIZANTES
DE LIBERACAO LENTA.

Dissertacao (Mestrado em Ciéncias) — Universidade Federal do Rio de Janeiro -

UFRJ, Escola de Quimica, Pds-Graduagao em Tecnologia de Processos Quimicos

e Bioquimicos.

Orientadores: Selma Gomes Ferreira Leite.
Alexandre Soares Rosado
1. Biorremediagdo. 2. Manguezal. 3.Fertilizante de liberagao lenta . 4. DGGE.
Teses. |. Leite, Selma, Gomes, Ferreira (Orient.). Il. Pés-Graduagao em

Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos. Ill. Titulo

Silva, R.F.



“Todos tém direito ao meio ambiente ecologicamente equilibrado, bem de uso

comum do povo e essencial a sadia qualidade de vida, impondo-se ao Poder

Silva, R.F.



Vi

Publico o dever de defendé-lo e a coletividade o de preserva-lo para presentes

e futuras geragdes.” Constituicdo Federal, promulgada em 05/10/1988-Art. 228
Agradecimentos

A Deus, por ter me dado o dom da vida e pela oportunidade de

desenvolver este trabalho.

A Professora Selma, pela orientagao, pelos conhecimentos passados e por ter

me aturado durantes esses mais de 2 anos.

Ao Professor Alexandre, pela orientacdo e conhecimentos passados durante

todo o desenvolvimento dessa dissertacao.

Aos meus pais, Hugo e Sonia, por todo amor, amparo e incentivo e pelo

esforgo que fizeram para que eu chegasse até aqui;

Aos meu irmaos, Raphael e Fernanda, pelo amparo e carinho em todas os

momentos.

Aos amigos da EQ companheiros de disciplinas, almogos e afins: Bianca,
Sabrina, Grazy, Diego, Camilo, Felipe, Paulo. Sentirei saudades da convivéncia
diaria.

A todos os integrantes do laboratorio LEMM e em especial a Flavia, por todo o
auxilio prestado na técnica de DGGE e a Raquel por todo as duvidas e

sugestdes. Muito obrigado.

Ao CNPq, FAPERJ, CENPES e PETROBRAS pelo suporte financeiro.

Silva, R.F.



Vi

RESUMO

Silva, Ricardo Furtado. Estratégias de Bioestimulo de sedimento de manguezal
contaminado com hidrocarbonetos empregando fertilizantes de liberagao lenta.
Orientadores: Selma Gomes Ferreira Leite; Alexandre Soares Rosado. Rio de Janeiro: UFRJ/
EQ, 2008. Dissertacao (Mestrado em Ciéncias).

Diversas metodologias tém sido propostas com o objetivo de remediar
areas contaminadas por poluentes de origem antropica. No entanto, sabe-se
pouco a respeito do que realmente ocorre com a comunidade microbiana do
ambiente ao longo do processo de contaminagao e degradacado do poluente.
Os manguezais sdo ecossistemas costeiros que possuem diversas fungdes
naturais de grande importancia ecolégica e econbmica. Atualmente, os
manguezais vém sofrendo diversas agressdes que ameagam a sua
sobrevivéncia, como o langamento de esgotos industriais e domésticos, aterros
e derrames de petroleo e seus derivados. O objetivo deste trabalho foi avaliar o
efeito de diferentes tratamentos de biorremediacdo no perfil da comunidade
microbiana (PCR 16S/DGGE) de um sedimento de manguezal impactado por
petroleo utilizando microcosmos. Foi avaliada a utilizagcdo de dois fertilizantes
comerciais de liberagao lenta, OSMOCOTE e BASACOTE (0,03 e 0.8%) como
fontes de N e P. A Atenuagdo Natural parece ser a melhor estratégia de
remediagdo para o Sedimento de manguezal em questado, atingindo 54,0% de
degradacdo de hidrocarbonetos totais de petroleo (HTPs). Os indices de
degradacao foram avaliados para o sedimento com contaminagcdo antiga e
simulando um novo derramamento de petroleo. A nova contaminagao por 6leo
levou a um aumento da degradacdo de HTPs no tratamento da Atenuacéo
Natural, atingindo 71,14% de degradacao. Esses resultados contrastam com os
indices obtidos para o OSMOCOTE (0,8%), quando foi atingido um indice de
degradagdo de 6,49%, mostrando que altas concentragbes de nutrientes
apresentam um efeito inibitério na degradagdo de HTPs. Os resultados obtidos
pela técnica de DGGE mostraram que as variaveis alteradas nesse trabalho,
nutrientes e 6leo, parecem nao apresentar qualquer efeito sobre a estrutura

dominante da comunidade bacteriana.
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Abstract

Silva, Ricardo Furtado. Estratégias de Bioestimulo de sedimento de manguezal contaminado
com hidrocarbonetos empregando fertilizantes de liberacao lenta. Orientadores: Selma Gomes
Ferreira Leite; Alexandre Soares Rosado. Rio de Janeiro: UFRJ/ EQ, 2008. Dissertagao

(Mestrado em Ciéncias).

Several technologies have been proposed to remediate contaminated
areas by anthropogenic activities. However, little is known about the microbial
dynamic under a bioremediation process. Mangroves ecosystems are very
important natural and economical places having unique features such as high
primary productivity and abundant detritus, making these places important to
protect. Nowadays, mangrove ecosystems have been exposed to
anthropogenic contamination of oil spill, waste water, disposal and many other
sources. The aim of this work was to evaluate the effect of different
bioremediation treatments on the microbial structure in a petroleum mangrove
contaminated sediment microcosm using a molecular approach (PCR/DGGE
16S). Two commercial slow release fertilizers (OSMOCOTE e BASACOTE -
0.03 and 0.8%) were added to the systems to maintain a continuous source of
N and P.

The Natural attenuation seems to be the best strategy to remediate these
mangrove contaminated sediment reaching 54% of final TPHs degradation. The
biodegradation and mineralization was evaluated in ancient contaminated
sediment and in a new recent contamination. This recent petroleum
contamination enhanced TPHs degradation to 71.19%.in Natural Attenuation
Process.

The TPH results obtained for 0,8% OSMOCOTE treatment reached
6.49% suggesting that high concentrations of nutrients have an inhibitory effect
on petroleum compounds biodegradation.

DGGE 16S results showed that the variables nutrient and oil added to

system did not affect the dominant bacterial structure.
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Capitulo 1 — Introdugao 1

1 Introducéo

O grande crescimento populacional € um dos principais fatores
responsaveis pelo fendmeno de impacto ambiental, em funcdo da producéo de
quantidades cada vez maiores de residuos, sejam eles de origem doméstica ou
industrial. Esse crescimento tem gerado um aumento no consumo e, a simples
necessidade de adequar um produto a sua maior e melhor comercializagao
pode acarretar em um impacto ambiental sem precedentes (Brito et al., 2004).
Por exemplo, a substituicio de embalagens de vidro para bebidas por
embalagens plasticas vém causando grandes impactos ao meio ambiente. As
embalagens plasticas sdo consideradas um sério problema ambiental devido
ao seu tempo de biodegracdo no ambiente ser muito elevado e por ndo existir,
no Brasil, uma legislagao especifica para sua reciclagem e/ou disposic¢ao.
Dessa forma, sao langcadas inadequadamente em lixdes ou cursos d’agua o
que acarreta graves problemas e transtornos para a populagdo em geral. (Brito
et al., 2004)

A atividade industrial ndo tem ficado a margem desses problemas,
causando extensa degradacdo do meio ambiente, através de emissdes
gasosas ndo controladas, disposicdo inadequada de rejeitos industriais que
causam a contaminagdo de aguas subterraneas, e diversas outras formas
(Brito et al., 2004).

Essas preocupagdes ambientais, incipientes até a ocorréncia da 22
Guerra Mundial, demonstraram ser de vital importancia na medida em que mais
e mais acidentes ambientais passaram a ocorrer, estimulando a pesquisa de
forma a reparar ou minimizar, nos processos produtivos, esses danos
ambientais. Além disso, a pressao por parte dos governos e da opinido publica
tem forcado essa postura ambientalmente correta das industrias,
estabelecendo leis que regulam o gerenciamento ambiental (Bayardino,2004,
Martins et al., 2003, Molina-barahona et al., 2004;).

Nesse contexto, encontram-se as industrias de petroleo que sao
potencialmente grandes causadoras de impactos ambientais que sao inerentes

ao seu processo produtivo. Tais impactos vém do consumo de grandes
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Capitulo 1 — Introdugao 2

quantidades de agua e energia, da producao de efluentes e residuos soélidos de
dificil tratamento e disposicao, e da liberagcdo de gases téxicos na atmosfera.
Por outro lado, é extensa e fundamental a importancia do petréleo em nossa
sociedade, tal como esta atualmente organizada. O petrdleo ndo € apenas uma
das principais fontes de energia utilizadas, mas também seus derivados s&o
matérias-primas para a manufatura de inumeros bens de consumo e, deste
modo, tem um papel cada dia mais presente e relevante na sociedade
(Mariano, 2005).

Os impactos ambientais de um derramamento de 6leo, ou de seus
subprodutos, nos  ecossistemas costeiros e oceanicos  variam
consideravelmente em funcdo do tipo e composicdo do 6leo (quanto mais
soluvel for o composto, mais toxico ele serd), da quantidade derramada, da
época do ano, de fatores metereoldgicos e oceanograficos, da localizagédo
geografica, da persisténcia e biodisponibilidade dos hidrocarbonetos e do
estado biologico dos organismos na hora da contaminagao.

Nao obstante, casos como o ocorrido na Baia de Guanabara em 2000,
onde trés milhdes de litros de petréleo vazaram de um oleoduto, alertam para a
necessidade de minimizar esses impactos da industria petrolifera, bem como
recuperar os ambientes ja contaminados. A disposigédo inadequada de residuos
oleosos, por exemplo, vem causando a contaminagdo de solos, recursos
hidricos superficiais e subterrdneos e, eventualmente, dependendo da
volatilidade dos compostos organicos presentes nos residuos, a contaminagao
do ar (Bayardino, 2004). Atualmente, esforcos estdo sendo feitos no
desenvolvimento de novas alternativas de remediagdo desses meios
contaminados por petrdleo, principalmente quando se trata de solos. Isto se
deve ao fato das tecnologias de remediacao aplicadas ao tratamento de solos
contaminados encontrarem na heterogeneidade desse material um grande
desafio, principalmente comparado com a menor complexidade no tratamento
de efluentes liquidos industriais.

A destinacdo adequada dos residuos solidos industriais, devido a grande
diversidade dos mesmos, ainda é um grande problema decorrente,
principalmente, das diferencas nas concentragdes e composicdo dos

contaminantes. Muitas vezes, diferengas sutis entre dois residuos de origem

Silva, R.F.



Capitulo 1 — Introdugao 3

semelhante,como teor de umidade, por exemplo, pode inviabilizar o uso de
uma mesma solucao de tratamento (Mariano, 2005).

Na industria do petroleo esse fato € ainda mais alarmante, pois as
diferencas na origem do 6leo cru e no seu processamento, ja interferem na
composi¢cao dos residuos produzidos. Segundo Trindade (2002), de todas as
etapas que compdem a cadeia produtiva do petrdleo, desde a prospecgao até o
consumo final, a produgdo em terra, o refino e a distribuicdo através de
oleodutos ou petroleiros sdo as que potencialmente podem vir a contaminar o
solo.

A contaminacgao de solos por petroleo e seus derivados tem sido um dos
principais problemas ambientais das ultimas décadas, tendo em vista a
complexidade desses compostos e a dificuldade de remediacdo dos mesmos
(Franco et al., 2004).

Diante disso, no tratamento de solos contaminados por compostos
organicos como o petréleo, pode ser exigida a utilizagdo de uma combinagéo
de tecnologias bioldgicas, fisicas e quimicas para reduzir a contaminagao a um
nivel seguro e aceitavel (Khan et al. 2004)

As técnicas fisico-quimicas possuem limitagdes apresentando, na
maioria das vezes, um alto custo e ndo removem completamente os
contaminantes deixando uma parcela retida no solo (Shell, 1995). Ja os
métodos bioldgicos (biorremediagao) vém se tornando uma alternativa atrativa,
uma vez que tendem a limpar do sistema esta parcela que fica retida no solo
evitando, por exemplo, a contaminagdo do lengol freatico. Os métodos
biolégicos vém se mostrando como uma tecnologia alternativa, pois
apresentam uma grande aceitagdo por parte da opinidao publica e séo
considerados uma “forma natural” de tratamento.

Os processos biologicos corretamente  monitorados, quando
comparados aos processos fisico-quimicos, sdo mais seguros e com custo
relativamente baixo. Além disso, o aumento das pesquisas nessa area esta
relacionado também ao fato de que o tratamento biolégico € menos agressivo
ao meio ambiente, ja que, muitas vezes, concentra seus esforgos em otimizar o
processo naturalmente existente nos solos. (Martins et al., 2003; Brito et al.,
2004; (Molina-Barahona et al. 2005); (D'Annibale et al. 2006))
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Dentre as varias tecnologias de aplicagdo da Biorremediagao in situ, a
Bioestimulacéo é a forma mais imediata e simples de tratamento que envolve a
adicdo de nutrientes e oxigénio necessarios para acelerar o processo. Outras
tecnologias vém sendo desenvolvidas como a introducdo de microrganismos
indigenas, selecionados pelo potencial para degradar e/ou acelerar o processo
(Bioaumento), ou a introducao de enzimas especificas, principalmente do grupo
das dioxigenases, que sdo importantes na fase inicial de oxidagdo do anel
benzénico (Wilkstrom et al, 1996; Hamzah & Al-Baharna, 1994)

Todos estes processos necessitam de um monitoramento eficaz para
definir se a estratégia de tratamento implementada esta se mostrando eficiente
ou se esta comprometendo de forma negativa o ecossistema local.

Sabe-se hoje em dia que apenas uma pequena fracdo dos
microrganismos presente no meio ambiente (1 a 10%) podem ser cultivados
por técnicas convencionais. Com o desenvolvimento das técnicas de biologia
molecular, associadas ao conhecimento em bioinformatica, tornou-se possivel
a caracterizacdo de comunidades microbianas mistas em determinados
ecossistemas, revelando os grupos atuantes, muitos destes até entdo
desconhecidos (da Cunha et al. 2006; MacNaughton et al. 1999; von der Weid
et al. 2007; Watanabe et al. 2001)

A utilizagao de técnicas moleculares permite, portanto, um conhecimento
mais aprofundado dos grupos microbianos presentes, apos a selegao natural
imposta por condi¢gdes extremas, como a presenga de substancias poluentes e
de suas formas distintas de tratamento. Do ponto de vista técnico, estes
meétodos sao viaveis porque sao rapidos e sensiveis para identificar e monitorar
a populagao microbiana presente no processo de biorremediagédo (da Cunha et
al. 2006; MacNaughton et al. 1999; Watanabe et al. 2001) (Peixoto et al. 2002).

A andlise de sequéncias de RNA ribossébmicas permite um
conhecimento maior acerca da filogenia e evolugdo microbiana (Freitas, 2002,
(Olsen et al. 1994)). O uso do gene rrs, que cofidica o rRNA 16S nas técnicas
de PCR (Reagao em Cadeia da Polimerase) e DGGE (Eletroforese em gel com
gradiente de desnaturantes) permite uma avaliagdo da comunidade microbiana
dominante de um ambiente. O Fingerprinting da comunidade microbiana

gerado por estas técnicas serve para avaliar estrutura da comunidade
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dominante de um ambiente natural apds a interferéncia de fatores ambientais
e/ou da presenca de um poluente. (da Cunha et al. 2006; MacNaughton et al.
1999; von der Weid et al. 2007; Watanabe et al. 2001)

Os manguezais, também conhecidos como florestas de mangue sao
enquadrados como ecossistemas altamente susceptiveis a contaminagcdo por
hidrocarbonetos de petroleo. Esses ecossistemas apresentam caracteristicas
importantes como: amenizagcdo do impacto do mar na terra; ¢ de erosao;
rRetencdo de sedimentos terrestres; “filtro bioldgico” (sedimentos, nutrientes,
poluentes); abrigo de fauna; exportacdo de matéria organica; extrativismo,
agricultura, silvicultura entre outros. Por serem ecossistemas costeiros, os
manguezais estdo entre os principais locais para onde os derramamentos de
oleo convergem funcionando como um verdadeiro depdsito de 6leo, uma vez
que a circulagdo das marés dentro deste ecossistema acaba favorecendo a
deposicao deste material no sistema de raizes aéreas e no sedimento (Lewis
1983).

Devido as particularidades dos manguezais e sua importancia, esses
ecossistemas devem ser protegidos e recuperados a fim de garantir a

qualidade de vida das aguas. (Lewis 1983)
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2 Objetivo Geral

Avaliacdo de diferentes formas de biorremediagdo (bioestimulo) em
microcosmos de sedimento de manguezal contaminado com altas

concentragdes de hidrocarbonetos de petréleo.
2.1 Objetivos Especificos

e Verificar a aplicabilidade de dois produtos comerciais, fertilizantes de
liberagdo lenta, OSMOCOTE 3M e BASACOTE 3M nas concentragdes
de 0,03 e 0,8%, como estratégia de remediagdo de sedimento de

manguezal contaminado na degradacgao dos hidrocarbonetos.

e Avaliar, em microcosmo, qual o comportamento do sedimento com

histérico de contaminacéo antiga com e sem uma contaminagéao recente.

e Monitorar o efeito dos diferentes tratamentos sobre a comunidade

Microbiana utilizando Técnicas de Biologia molecular (PCR/DGGE).
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3. Reviséao Bibliografica

3.1 Petroéleo

Um dos grandes problemas de poluicdo ambiental nos dias de hoje se
refere aqueles causados por derramamentos de petréleo e os provenientes da
lavagem dos reservatérios de petroleiros, da exploragao crescente de petréleo
em plataformas continentais e de acidentes com petroleiros de grande porte ou
vazamentos em refinarias. Porém, vale ressaltar que o mundo de hoje em dia é
altamente dependente do petrdleo e €, portanto, inimaginavel a vida sem ele
(Morais, 2005).

Atualmente, os principais produtos obtidos do petréleo sdo os
combustiveis, lubrificantes, graxas, 6leos e matéria-prima para as industrias
quimicas e petroquimicas, gerando uma linha quase infinita de produtos (Braile
& Cavalcante, 1993).

O petréleo € formado por processos biogeoquimicos e, por isso, € uma
mistura complexa de hidrocarbonetos cuja composig¢ao varia em fungéo de sua
localizagdo geografica e das condi¢bes fisico-quimicas e bioldgicas que o
originaram. Cerca de 60% a 90% sao hidrocarbonetos alifaticos, passiveis de
biodegradagéo. Nessa classe, o fitano e o pristano sdo mais resistentes a
degradagdo e podem ser usados como marcadores quimicos durante o
monitoramento de ambientes expostos a contaminagdo por petréleo. Além
disso, o restante, bruto ou refinado, é recalcitrante, isto é, demora a
desaparecer por meios naturais. O destino dessas substancias recalcitrantes,
apés um derrame, dependera da interacdo de varios fatores levando a

diferentes processos de remocéao (Crapez et al., 2002).

Os processos de remocgao de produtos derivados do petrdleo do
ambiente diferem de acordo com a composigao e estrutura quimica destes. Os

compostos altamente volateis podem sofrer evaporacdo, os compostos
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soluveis na agua podem ser dispersos e penetrar no solo, e ainda pode ocorrer
a oxidagao quimica, a foto oxidagao e a biodegradagéo. (Morais, 2005)

A biodegradacédo € a capacidade microbiana de degradar compostos

organicos, como o petroleo e seus derivados (Martins, 2003). Diversas
especies de bactérias (denominadas hidrocarbonoclasticas) e fungos, os quais
fazem parte da microbiota presente em solos, aguas e sedimentos, tém
habilidade para degradar os componentes de petrdleo. Essa habilidade é
evidenciada quando diferentes ambientes sdo contaminados por petréleo, apos
uma etapa de adaptagdo ou aclimatagdo dos microrganismos. Estes, por sua
vez, passam a assimilar os componentes do 6leo como fonte de carbono,
iniciando o processo de degradagdo. Na grande maioria dos casos, uma alta
concentracdo de bactérias hidrocarbonoclasticas pode servir como um
indicador de ambiente impactado cronicamente por petréleo, tendo em vista
que sucessivos derrames no mesmo ambiente aceleram o crescimento dessa
biomassa (Crapez et al., 2002).
De acordo com Khan e colaboradores (2004), as classes de compostos
organicos mais suscetiveis a biodegradagdo s&o os hidrocarbonetos de
petréleo (por exemplo, aqueles contidos na gasolina e no Oleo diesel
combustivel), solventes n&o-clorados, algumas combinagbes aromaticas
cloradas, e alguns compostos alifaticos clorados. Dentro da classe de
hidrocarbonetos, a biodegradacdo dos alcanos ocorre na seguinte ordem:
linear>ramificado>ciclico>aromatico; indicando uma ordem preferencial de
assimilagao das fontes de carbono (Chaineau et al. 1999).

Essa preferéncia microbiana indica que os microrganismos degradam
primeiramente contaminantes que s&o assimilados mais facilmente ou
fornecem mais energia (MARTINS et al., 2003). Embora quase todos os
compostos de petrdleo sejam produtos tipicamente biodegradaveis, os
compostos com estrutura molecular mais complexa sdo mais dificiimente
removidos pelo tratamento bioldgico. Além disso, geralmente, compostos de
baixo peso molecular (nove ou menos atomos de carbono) alifaticos e
monoaromaticos sdo mais facilmente biodegradados que o0s compostos
organicos alifaticos de alto peso molecular ou poliaromaticos, com excegao dos

compostos com carater solvente, os quais podem ser téxicos aos
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microrganismos (USEPA, 2004). Na Tabela 1 é listada a ordem decrescente do
potencial de biodegradabilidade de alguns constituintes comuns de petroleo.

Os componentes do petroleo de alto peso molecular, como os
encontrados em Oleos de aquecimento e lubrificantes, exigem periodos de
tempo mais longos para serem degradados. Porém, a adicdo de um segundo
substrato organico (co-substrato) pode alterar substancialmente a taxa de
degradacao destes compostos organicos mais pesados (recalcitrantes). (Ortiz
et al. 2006)

Em alguns casos, pode ser observada também a degradacg&o parcial
desses contaminantes formando subprodutos, os quais podem apresentar um
nivel de toxicidade mais alto que o contaminante (MARTINS et al., 2003). No
estudo da degradacgao de bifenilas policloradas, por exemplo, foi observada a
degradacgao do composto de partida, praticamente completa, num periodo de
80 dias. Porém, varios produtos intermediarios mostraram ser altamente
recalcitrantes, ndo sendo degradados nem por tratamentos em tempo superior
a 120 dias (VAN DORT apud BRITO et al., 2004). Testes de toxicidade das
amostras de solo durante o processo de biorremediagdo, normalmente,
auxiliam na verificagdo do impacto destes subprodutos nos microrganismos

presentes no local contaminado.
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Tabela 1: Estrutura Quimica e

Biodegradabilidade

Biodegradabilidade

Exemplo de constituintes

Derivados nos guais os
constituintes sio

normalmente encontrados

Mais Biodegradawvel

1'1—'3111'?3]10‘ n-pentano, n-
octano

(Gasolina

L Nonano Oleo diesel
I Metilbutano. (Gasolina
dimetilpentenos,
Benzeno, tolueno, (Gasolina

etilbenzeno, xilenos

Propilbenzenos Oleo diesel, querosene

Decanos Oleo diesel

Dodecanos Querosene

Tridecanos Oleos combustiveis para
aquecimento

Tetradecanos Oleos Lubrificantes

Naftalenos Oleo diesel

Fluorantenos Querosene

Pirenos Oleos combustiveis para
aquecimento

Menos Biodegradaveis Acenaftenos Oleos Lubrnificantes

Fonte: USEPA, 2004,

A hidrofobicidade dos compostos organicos também vem a ser um fator
que pode interferir nas taxas de biodegradacdo dos mesmos. Os compostos
organicos com elevada hidrofobicidade podem ndo ser biodegradados ou o
serem em menores taxas, devido ao processo de adsorgao, o qual acontece
quando os contaminantes ficam presos ou sorvidos nas particulas do solo.
Hidrocarbonetos combustiveis, por exemplo, sdo hidrofébicos e ficam presos a
matéria organica e aos minerais argilosos, além de repelirem a agua (Khan et
al. 2004). Portanto, a hidrofobicidade agrava a limitada disponibilidade desses
compostos aos microrganismos degradadores, que sdo encontrados na fase
aquosa (FRANCO et al., 2004).

Como exemplo de compostos hidrofobicos, temos os hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (HPA), asfaltenos e muitos compostos ramificados
(maior que 20 atomos de carbono). Estes hidrocarbonetos pesados séo
resistentes a biorremediagcdo e, no caso dos HPAs, sdo considerados nas
avaliacbes de risco a saude humana, devido as possiveis atividades

carcinogénicas e mutagénicas (Baheri,Meysami 2002)
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A eficiéncia da biodegradacdo depende de fatores associados as
caracteristicas do contaminante, os quais podem afetar diretamente o
metabolismo microbiano. Dentre estes, Martins et al. (2003) mencionam como
os mais significativos: a biodisponibilidade dos contaminantes, o seu nivel de
toxicidade, a preferéncia microbiana e a degradagdo incompleta destes
compostos.

A baixa biodisponibilidade de compostos organicos é principalmente
atribuida a sua solubilidade limitada e a sua adsorcao pela matéria organica da
matriz do solo, podendo ser elevada por algumas propriedades microbianas
como a producgao de surfactantes naturais e a composicédo hidrofobica de sua
parede celular. Assim, mesmo quando microrganismos capazes de degradar os
poluentes estdo presentes no sistema e todas as condi¢bes ambientais estao
adequadas, a inabilidade destes microrganismos em entrar em contato com os
compostos poluentes pode vir a interferir negativamente nas taxas de
degradacgao (TRINDADE, 2002).

As concentragdes dos contaminantes também interferem no processo de
biorremediacao devido ao nivel de toxicidade dos mesmos. Porém, a forte
dependéncia da taxa de biodegradacdo em relagdo a concentragcéo é,
geralmente, observada nos hidrocarbonetos de maior solubilidade em agua,
isto €, de menor peso molecular e maior polaridade. Concentragdes elevadas
destes compostos atingem niveis de toxicidade que impossibilitam ou retardam
a degradacgao pelos microrganismos (MARTINS et al., 2003). Entretanto, de
maneira geral, as altas concentragbes de contaminantes podem reduzir as
taxas de respiracao, inibindo a biodegradacao mais pela limitagao de nutrientes
do que pela toxicidade dos contaminantes (SCHROEDER et al., 2002;
SEABRA, 2005),

3.1.1 Efeitos do petrdleo sobre atividades socioeconémicas

Os principais impactos socioeconémicos da contaminagao por petroleo
ou seus derivados sao decorrentes da paralisagcao das atividades econémicas
associadas ao mar ou aos ecossistemas contaminados, dos riscos intrinsecos

a saude publica, como as mortes causadas por explosdes e incéndios, da
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intoxicagdo causada pela ingestdo de alimentos contaminados ou problemas
dermatoldégicos e irritagdes nos olhos, causados pelo contato direto com o éleo.

As operacgdes de limpeza das areas costeiras poluidas e a deposi¢cao do
material recuperado variam em custo de US$ 650 a US$ 6500 por tonelada,
dependendo da disposicdo de mao-de-obra local (CETESB 2000). Uma
limpeza completa nunca é alcancada na pratica e, portanto, € primordial em
uma operacdo de limpeza a decisdo de quando se devem interromper as
operagdes em fungao de suas despesas.

Com relacdo a deposicdo do material recuperado, os custos irdo
depender principalmente do modo como esse material sera transportado, o tipo
de regiao de deposicao e o tratamento empregado.

De acordo com convengdes e acordos internacionais que tratam da
obrigatoriedade de compensar a vitima pelo prejuizo, muitos derramamentos
devem requerer indenizacdes financeiras por danos causados em recursos
naturais explorados ou ndo. Esses valores podem chegar a dezenas de

milhées de dblares dependendo do volume vazado.

3.1.2 Efeitos do petréleo sobre ecossistemas marinhos.

As areas sensiveis aos vazamentos de 6leo abrangem n&o apenas as
areas destinadas a maricultura, a pesca, esportes nauticos e lazer, bem como
0s ecossistemas marinhos como manguezais, marismas, costdes rochosos e
praias. O conhecimento da localizagao é importante para orientar as atividades
operacionais durante o combate ao 6leo, de maneira a promover a protecao
ambiental. (Snedaker, et al, 1985)

No que se refere aos sistemas costeiros, as respostas a um
derramamento de oOleo podem variar, em cada caso, dentro de limites
relativamente amplos, devido ao numero de fatores que operam sobre ele.

Os ecossistemas costeiros sdo especialmente susceptiveis a
contaminagao por 6leo, segundo GLUNDLACH e HAYES (1978) mangues e
marismas séo classificados como as areas mais sensiveis ou vulneraveis aos
efeitos potenciais do 6leo. Tal vulnerabilidade € baseada na proximidade das

fontes poluidoras, na dos bosques em relagdo ao corpo d’agua principal, da
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geomorfologia das areas do nivel das marés, na interagdo da costa com
processos fisicos relacionados com a deposicdo do 6leo e na extensdo do
dano ambiental. (Snedaker, et al, 1985).

Os manguezais e marismas sao locais onde o 6leo, ao ser transportado
por ondas e correntes para a area costeira, se acumula apds um
derramamento. O acesso a maioria desses ecossistemas dificulta a remogao
do dleo. (Snedaker, et al, 1985).

De um modo geral, quando o filme de 6leo atinge os manguezais, forma-
se uma barreira mecéanica, cobrindo as regides entre marés, que impede a
ventilagdo adequada do sistema radicular dificultando as trocas gasosas.
(Snedaker, et al, 1985).

O efeito mais imediato causado pelo recobrimento mecénico das raizes
€ o elevado desfolhamento seguido de morte, principalmente, dos individuos
mais jovens e, como consequéncia, a formacgao de clareiras. (Snedaker, et al,
1985).

Para SNEDAKER (1985), as repostas dos manguezais a derramamentos
de oleo podem ser sintetizadas em trés fases: sufocagdo mecanica (efeito
agudo), toxicidade quimica crénica (efeito cronico) e recuperagéo.

Os manguezais e estuarios sdo considerados os ambientes onde se
esperam, em caso de acidentes, os impactos iniciais mais graves e com
recuperacao lenta. A elaboracdo de mapas de sensibilidade da costa insere-se
como uma ferramenta indispensavel aos planos de contingéncia, pois permitira
a visualizagcdo da area e a identificacdo dos diversos tipos de ambientes
existentes e de suas respectivas sensibilidades a poluigao por 6leo. (Snedaker,
et al, 1985)

Varios autores tentam definir uma escala relativa de vulnerabilidade dos
ecossistemas costeiros aos derrames de petréleo. Entre os mais conhecidos
indices de vulnerabilidade esta o de GUNLACH e HAYES (1978), tabela 2,

sendo utilizado para ecossistemas costeiros.
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Tabela 2 - Vulnerabilidade dos ecossistemas costeiros a danos causados por derramamentos de
6leo no mar. Fonte: Elaborado a partir de GUNDLACH e HAYES, 1978 e PEBG, 1999.

indice de _ Comentérios
. Ambiente
Vulnerabilidade
Costao A reflexdo das ondas mantém a maior parte do dleo
1 rochoso afastado e favorece os mecanismos naturais de
exposto remogao e degradacgao.
Plataformas de | Pela acdo de “lavagem” das ondas, a maior parte do
2 abrasao (agdo | 6leo é removida por processos naturais em semanas
de ondas)
Praias com O Odleo fica restrito a uma camada superficial,
3 areia fina a facilitando a remogao mecénica, se necessaria. No
media abrigada | entanto, o éleo pode persistir por varios meses.
O ¢6leo pode penetrar e/ou se enterrar rapidamente,
] dificultando a limpeza. Sob condicdes de ondas
Praias com ] .
) o moderadas a fortes, o Oleo pode ser removido
4 areia média a _
naturalmente, dentro de meses. Neste ambiente, a
grossa exposta L L ) . .
atividade bioldgica é geralmente baixa e o impacto é
pequeno.
5 Planicies de Em terrenos compactados como estes, a maior parte
maré expostas | do 6leo nado vai aderir ou penetrar.
Praias com O dleo pode penetrar e se enterrar rapidamente. Sob
6 areia mista condicdes de moderada a baixa energia, o 6leo pode
(cascalho e persistir por anos
areia)
O processo descrito acima €& agravado pela
. granulometria mais grosseira. A limpeza deve se
Praias de . . . .
7 concentrar ao nivel da maré alta. Um pavimento sélido
cascalho - .
asfaltico pode se formar em areas com grande
concentracao de 6leo
B Sao areas de reduzida agdo de ondas. O 6leo pode
Costoes o . . . .
persistir por muitos anos. A limpeza ndo é
8 rochosos ) ) _
. recomendada, a menos que o acumulo de 6leo seja
abrigados ]
muito grande.
. Sao areas de grande produtividade bioldgica e baixa
Planicies de ) ) o
9 ] energia de ondas. O 6leo pode persistir por anos. A
maré
. limpeza ndo é recomendada a menos que o acumulo
abrigadas

de 6leo seja muito grande.
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Sao os ecossistemas marinhos mais produtivos e
10 Manguezais e | sensiveis a qualquer tipo de impacto. O éleo pode

Marismas persistir por anos. Estes ambientes sdo areas de

prioridade maxima de protegao.

A tabela acima qualifica os ecossistemas segundo o indice de
vulnerabilidade. Os indices apresentados acima s&o importantes ferramentas
para tomada de decisdo durante os atendimentos a acidentes com derrames
de 6leo na zona costeira, pois dao subsidios para que se possa priorizar, por
exemplo, a protecdo dos ambientes mais sensiveis e vulneraveis. (Gunlach &
Hayes, 1978)

3.2 Manguezais

Os manguezais, também conhecidos como florestas de mangue, sdo
comunidades vegetais lenhosas que ocorrem ao longo dos litorais tropicais nas
faixas tropicais e subtropicais do globo. No Brasil, esses ecossistemas
complexos estdo presentes ao longo da costa desde o estado do Amapa até
Santa Catarina perfazendo um total de 25000 km? (Vergara-Filho 1993).

Esses sistemas desenvolvem-se nas reentrancias da costa, em
estuarios e as margens de lagoas, onde a velocidade das correntes € reduzida,
favorecendo o acumulo de substéncias aléctones, geralmente trazidas pelos
rios, e degradacdo de folhas ou outros substratos autoctones. Esta alta
quantidade de matéria organica € muito importante nos processos de
reciclagem de nutrientes influenciando a rica cadeia alimentar presente nesses

ecossistemas. ((Lewis 1983).

A grande concentragao e disponibilidade de alimento nos manguezais
fazem com que esses funcionem como areas de reprodugdo, abrigo e
alimentagdo para muitas espécies. A vegetagao local ndo €& muito diversa,
apresentando muitos representantes de poucas espécies. As principais arvores

sdo: Rhizophora mangle (mangue vermelho); Avicennia schaueriana (mangue
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siriuba); Laguncularia racemosa (mangue branco) e Spartina alterniflora (capim
paratura). Também sdo encontradas bromélias, orquideas, liquens e uma alta
quantidade de algas. Algumas plantas apresentam mecanismos fisiolégicos
especiais para eliminar o excesso de sais que sao absorvidos da agua salobra
(Zysman, 1989).

Poucos s&o os organismos caracteristicos desses ambientes, visto que a
maior parte da fauna desses locais € composta por animais marinhos que
passam apenas uma fase da sua vida nesses ambientes. Dentre os
organismos caracteristicos, podemos destacar alguns moluscos bivalves e
alguns crustaceos como ostras e caranguejos (Araujo, 1999). Estes ultimos
representam 80% dos organismos macrobentdnicos presentes nos manguezais
e, além do interesse comercial, estes crustaceos desempenham papel
importante na reciclagem de nutrientes e, devido a estratégia de cavar tocas
para se abrigarem, sdo importantes na aeragao do sedimento e estimulo da

fauna microbiana dos manguezais (Vergara Filho, 1992).

Os manguezais sdo considerados areas de grande importancia para a
populacdo humana, pois possuem uma grande riqueza de recursos naturais
sendo considerados como bergarios dos mares. Porém, ao longo dos anos,
esses ambientes vém sofrendo diversas agressdes que contribuem para sua
degradacao, seja na exploracdo desenfreada e nao planejada dos seus
recursos, seja nos aterros que vém sofrendo ou, ainda, nos aportes de poluicéo

de esgotos domesticos e industriais. (Vergara Filho, 1992).

Os manguezais sao considerados areas de preservagcdo permanente
(Lei Federal n° 4.771, 15/09/65) e reserva bioldgica, “em toda a sua extensao”
(Resolugdo. CONAMA, n° 004, 18/09/85).

Nas grandes cidades, a maior parte dos residuos poluentes das
industrias, refinarias de petréleo, postos de abastecimento e pela propria
populagdo (esgoto domeéstico) € jogada nos rios e mares e, na maioria das
vezes, nao recebem tratamento adequado para minimizar os efeitos poluidores

desses residuos (Souza, 1998).
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A poluicdo € uma alteracdo desfavoravel ao meio ambiente podendo
causar mudangas na composicdo quimica e fisica do ambiente e, além disso,

alterar bruscamente a comunidade microbiana (Souza, 1998).

Considerando as caracteristicas peculiares que o ecossistema de
manguezal apresenta e a grande devastacdo que vem sofrendo ao longo de
toda a costa do Brasil, € de fundamental importadncia a protecdo das areas
remanescentes, ndo apenas como banco genético e acervo para fins de
pesquisa, mas igualmente como alternativa para a recuperacdo de areas

semelhantes ja degradadas pela agdo humana.
3.3 Poluicdo por Oleo nos Manguezais

Os impactos causados pelo 6leo dependem do tipo de 6leo e da duragao
do derramamento, sendo de modo geral causados por efeitos fisicos ou
toxicologicos do dleo. O efeito pode ser agudo, imediato, ao atingir a casca,
pneumatoforos, raizes escoras e sedimento. Ocorre o amarelamento das
folhas, o desfolhamento, culminando com a morte das arvores. Se a
quantidade de 6leo for muito grande, as plantas morrem entre 48 e 72 horas. A
flora e a fauna bentbnica microscopica morrem de imediato. Alguns
caranguejos fogem do local, mas vao morrer adiante (Lai, 1986 ).

Os efeitos cronicos, geralmente ocorrem apds o primeiro més, e estao
relacionados aos efeitos toxicoldgicos do 6leo. Pode-se listar a redugéo na
reproducdo das plantas e na sobrevivéncia das sementes, bem como a
reducdo na produgdo de serrapilheira. Efeitos genéticos sdo também
percebidos, com varias plantas apresentando ma formagao devido a mutagdes
causadas pelos efeitos toxicolégicos (Klekowski, 1994).

Efeitos secundarios também podem ser presenciados. O 6leo residual
remanescente na superficie dos sedimentos dos manguezais atingidos pelo
derramamento durante a Guerra do Golfo aumentou a temperatura do solo a
ponto de afetar a germinacédo e crescimento das plantas da zona intermarés
(Boer, 1993). A decomposi¢cdo que segue a mortalidade em larga escala
provoca significante erosdo e mesmo subsidéncia da area onde a floresta

estava localizada (Dodge et al, 1995).
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A geomorfologia e hidrodindmica nos manguezais também vao
determinar o quanto o éleo vai persistir dentro destes. Areas mais protegidas
da acao das correntes e das ondas sdo mais seriamente afetadas do que as
areas externas, de franja. A densidade de caranguejos e consequentemente de
buracos pode influenciar na penetracdo e persisténcia do o6leo dentro do
sedimento.

A degradacédo do d6leo residual que contamina os manguezais ocorre
lentamente uma vez que estes sedimentos sao anaerdbicos logo abaixo dos
primeiros centimetros de profundidade (Burns et al, 2000). As caracteristicas
peculiares destes ecossistemas fazem com que estes possam levar mais de 30
anos para se recuperar dos derramamentos de 6leo mais severos (Burns et al,
2000)

3.4 Legislacao (anexo 1).

Sera apresentado nesse capitulo de maneira sucinta, a Legislagcéo
Brasileira Protetiva referente aos Manguezais e as principais convengdes e
acordos internacionais vigentes, bem como a regulamentagdo brasileira,

pertinente a prevencgao da poluigao por 6leo.

3.5 Alternativas de tratamento de solos contaminados

A contaminacgao de solos por petroleo e seus derivados tem sido um dos
principais problemas ambientais das Uultimas décadas, tendo em vista a
complexidade desses compostos e a dificuldade de remediagdao dos mesmos
(Franco et al., 2004).

Os métodos de tratamento mais utilizados na industria de petrdleo séao
normalmente divididos em trés grandes categorias: métodos fisicos, quimicos e
bioldgicos (Khan et al. 2004).
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3.5.1 Métodos Fisico-Quimicos

Os tratamentos fisicos envolvem a separacdo das fases do solo e
contaminante. Ja os tratamentos quimicos se baseiam nas diferencas das
propriedades quimicas dos diversos componentes dos contaminantes e
envolvem, geralmente, uma ou mais das seguintes reagdes quimicas:
neutralizacdo, fotélise e/ou oxi-reducdo. Como exemplo de processos
quimicos, o processo conhecido como estabilizacdo refere-se a redugao do
risco de alastrar a contaminacdo pela conversdo do residuo em um
contaminante menos soluvel, imével ou em uma forma menos tdxica. Ja
processos como vitrificagdo e incineragado sao processos térmicos, cuja forma
de agao dependera da composi¢cado do contaminante (Mariano, 2005).

A Tabela 3 apresenta as principais operacdes e/ou processos fisicos e

quimicos utilizados em todo mundo para tratamento de residuos sélidos.

Tabela 3: Principais operac6es e/ou processos fisicos e quimicos utilizados para o tratamento de

residuos sélidos

Operacio/Processo Ohjetivo Tipos de Residuos

Encapsulamento Estocagem 1.2.3.4e3

Extracio por Solvente Separacio 1.2,3.4e3

Neutralizacio Detoxificacio 1.2.3e4

Oxidacdo (POAs) Detoxificacéo 1.2.3e4

Vitrificacdo Imobilizacéo, 1,2, 3,43
Detoxificacio

Dessorciio Térmica Reducéo de volume, 1.2.3.4e5

separacio, detoxificacdo

Incineracdo Reducdo de volume, 3,5,6,7e8
detoxificacio

Tipos de Residuos: 1, quinucos inorgimicss sem mwetais pesades; 2, quinuecos meorgimicos com metais

pesados; 3, gquinmicos orginicos sem mefals pesados; 4 quinucos orgdnmicos com metals pesados; 3

radicativos; 6, bioldgica; 7, inflamaveis; 8, explosives.
Fonte: Adaptada de CETESE apud MARTANO, 20035,

Dentre as técnicas citadas, a incineracdo é uma das alternativas mais
empregadas para a destruicdo de residuos sdlidos de caracteristicas
organicas. E um método de tratamento que utiliza a decomposicéo térmica via
oxidacao, com o objetivo de tornar um residuo menos volumoso, menos toxico

ou atoxico, ou ainda elimina-lo, em alguns casos.
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3.5.2 Biorremediacao

O tratamento bioldgico, ao contrario dos processos fisicos e quimicos, é
considerado um método seguro, eficiente e de menor custo a ser aplicado na
remediagdo de solos contaminados por compostos organicos (Trindade, 2002;
D'Annibale et al. 2006). Este tratamento € baseado na capacidade das da
comunidade microbiana ou de plantas de imobilizar ou degradar esses
compostos, denominado biodegradacdo, que quando aplicado como uma
tecnologia de remediagdo ambiental € chamada de biorremediagdo (Martins et
al., 2003).

A biorremediagdo € uma tecnologia ecologicamente aceitavel para a
remediacdo de solos contaminados, a qual utiliza o estimulo da atividade
microbiana para degradar compostos organicos, em especial hidrocarbonetos
de petroleo, resultando na transformagao em metabdlitos ou mineralizagcao dos
contaminantes. (Molina-Barahona et al. 2005, Farhadian et al. 2007)

A biorremediacdo tem sido definida de muitas formas. A Agéncia de
Protecdo Ambiental Americana (USEPA) apresenta uma definicdo genérica
sobre a pratica da biorremediagdo: “Biorremediacdo é o0 processo de
tratamento que utiliza a ocorréncia natural de microrganismos para degradar
substancias toxicamente perigosas transformando-as em substancias menos
ou ndo toxicas.” O Escritério de Estudos Geoldgicos do Departamento do
Interior do Governo Americano (USGS), por sua vez, adota a definicdo do
American Heritage Dictionary of the American Language que define
biorremediagao como:

“O uso de agentes bioldgicos tais como bactérias e plantas, para remover ou
neutralizar contaminantes, como poluentes do solo e da 4gua” (Chapelle apud
Martins et al., 2003).

A biorremediacéo € a ciéncia que busca, através do estudo, controle e
aplicacdo da propriedade biodegradativa dos microrganismos, a remediagao
ambiental. Uma das maiores vantagens no estudo da biorremediacdo de
ambientes contaminados por d6leo cru é seu custo-beneficio, quando
comparado a algumas técnicas fisico-quimicas que sao caras e precisam ser

rigorosamente controladas para atingir bons resultados. No tratamento
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biolégico de solos contaminados por petroleo, os microrganismos, sendo as
bactérias as mais estudadas, utiizam os hidrocarbonetos, principais
constituintes do contaminante, como fonte de carbono e energia alternativa
para formacgado de biomassa (Alexander,Loehr 1992; Jorgensen et al. 2000; Yu
et al. 2005).

Esse conceito, de que os microrganismos podem utilizar hidrocarbonetos
como fonte de carbono e energia, é difundido ha muito tempo. Em 1895, um
estudo mostrou a degradacao da parafina pelo fungo Botrytis cinerea. Desde
entdo, o metabolismo de hidrocarbonetos tem sido extensivamente estudado.
(Alexander,Loehr 1992; Wilson,Jones 1993)

Esse metabolismo envolve a transformagdo dos hidrocarbonetos em
unidades menores e, posteriormente, a incorporagcdo como material celular
(biotransformag&o) ou conversdo a gas carbdnico (mineralizagdo), resultando
na redugao da concentracédo de hidrocarbonetos de petroleo (Robles-Gonzalez
et al. 2008).

As tecnologias de biorremediagao de solos podem ser aplicadas in situ,
isto €, no proprio local onde ocorreu a contaminagéo (impacto), ndo havendo
necessidade da remogao dos solos contaminados (Farhadian et al. 2007). Este
processo pode ocorrer de forma engenheirada ou intrinseca, tendo esta ultima
reduzida interferéncia da ciéncia ja que a biorremediacdo se vale dos
microrganismos existentes no local para a biodegradagao (Evans et al. 2004;
von der Weid et al. 2007).

Como exemplo, a contaminagao de solos por BTEX (benzeno, tolueno,
etilbenzeno e xileno), normalmente associados a vazamentos de produtos
derivados de petroleo, atinge rapidamente aguas subterrédneas devido a grande
mobilidade desses compostos. Com isso, o processo tradicional de remocgao de
BTEX envolve o bombeamento das aguas subterraneas contaminadas para
tratamento com carvao ativado e remocgao de gases. No entanto, a atenuacao
natural vem recebendo atencao crescente pelo seu menor custo de aplicagao e
por ser ambientalmente mais segura devido ao menor disturbio da area
contaminada, menor geragao de residuos e reduzida exposicdo humana ao
meio contaminado (Abu,Dike 2007)
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Ha casos em que a biorremediacéo € possivel, porém € necessaria uma
série muito maior de providéncias do que o simples auxilio ao meio ambiente
natural. Nesses casos, € comum a aplicagao de técnicas de engenharia como
construgbes de dutos para oxigenagao, recolhimento/tratamento de gases,
modificagdes topograficas do local, adicdo de microrganismos exogenos,
implantagédo de biorreatores, aplicacdo de nutrientes, entre outras. As técnicas
que exigem grandes quantidades de recursos tecnolégicos sdo conhecidas
como biorremediacdo engenheirada, podendo também ser realizada in situ, o
que inicialmente € sempre recomendavel por questdes econdmicas e de menor
agressao ao meio ambiente (Khan et al. 2004)

Existem casos cuja remogao do material contaminado de sua origem
para um local adequado, com um tratamento posterior, € exigida para evitar
riscos de alastramento da area contaminada, como contaminagao de cursos de
agua ou lengdis freaticos. Neste caso as tecnologias aplicadas sé&o
denominadas ex situ (Carberry,Wik 2001)

A Figura 1 apresenta um resumo das principais denominagdes que a
biorremediagdo pode assumir segundo a localizagdo onde ela é praticada e as

acdes aplicadas.

BIORREMEDIACAO

IN SITU EXSITU

INTRINSECA ENGENHEIRADA

Figura 1: Denominag¢8es usualmente empregadas para biorremediacéo

Fonte: CETESB 2000
O sucesso da biorremediagdo quer seja in situ ou ex situ, esta

diretamente ligado a uma compreensao abrangente das condigdes locais e a
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uma avaliacédo cuidadosa da aplicabilidade de uma determinada tecnologia. Na
revisdo realizada por Khan e colaboradores (2004), sdo apresentadas, de
forma detalhada, as tecnologias quimicas, bioldgicas e fisicas atualmente
disponiveis no tratamento de solos e aguas subterraneas contaminados por
petroleo e produtos relacionados. Para cada alternativa de remediagéo, foram
avaliados e discutidos o processo, aplicabilidade, vantagens, limitacdes e
preocupacodes, parametros especificos do local e custos.

Dentre os varios tratamentos que compdéem o processo de
Biorremediagdo in situ, a Bioestimulacdo parece ser o mais usual. Este
tratamento envolve basicamente a adigdo de nutrientes (N e P), necessarios
para estimular os microrganismos indigenas, acelerando o consumo da matéria
organica presente (contaminante) (Margesin et al. 2000)

O nitrogénio é o nutriente mais comumente adicionado em processos de
Biorremediagdo. Ele pode ser utilizado tanto para o crescimento celular (NH4"
ou NO3’) quanto como aceptor final de elétrons (NOj3). Ele pode ser adicionado
na forma de uréia ou cloreto de aménio, mas também pode ser utilizado como
qualquer sal de amdnio, como o nitrato de amdnio por exemplo.

O fosforo pode ser empregado como fosfato de sédio, fosfato de
potassio, sais orto fosféricos e polifosfatos. Estas fontes sido faciimente
assimiladas pelo metabolismo microbiano, estimulando a biodegradacédo de
hidrocarbonetos. O estimulo algumas vezes é imediato, mas pode requerer
algum tempo para que o beneficio seja evidente e raramente a adigdo de
outros elementos além de P, N e O, pode estimular a biodegradagdo em
ambienteis naturais impactados. (Coulon et al. 2007; Delille,Coulon 2007;
Jimenez et al. 2007)

Atualmente, diversos estudos vém avaliando a utilizacdo de fertilizantes
de liberacdo lenta, como uma forma de bioestimulo, para fornecer as
concentracbes de nutrientes necessarias ao processo de biorremediacéo.
(Liang,Liu 2006; Wu et al. 2008; Xu et al. 2005; Xu et al. 2004). Esses produtos,
sdo usualmente utilizados para diferentes cultivares agricolas e fornecem
nutrientes para as culturas durante todo o seu ciclo de crescimento.
Apresentam ainda, diversas concentragcdes de nutrientes com diferentes

espessuras de camada protetora, o que garante a liberacdo desses nutrientes
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num periodo de 45 dias a 14 meses. Essas capsulas sdo revestidas
normalmente, por uma resina organica que € degradada com o esgotamento

dos nutrientes.

Podemos observar na figura 2, o esquema de liberacdo dos nutrientes
pelos fertilizantes de liberagao lenta. A agua penetra pela resina e dissolve os
nutrientes, possibilitando sua liberagdo para o meio. Esta liberagdo ocorre por
pressao osmoética, podendo variar de intensidade conforme as variagdes de

umidade e temperatura.

@
o® -' ®
() |
A% s o .l.\\.
1 - Osmocote B i x“.
2 - Entrada de Agua
@ o

0'\? —

| <) A

3 - Formacdo de Poros na hMembrana

Figura 2 - Esquema de um Fertilizante de Liberac&o Lenta

A Biorremediagao também pode utilizar, além da populagdo microbiana
indigena presente nos sitios para degradar os contaminantes, a adigdo de um
in6culo microbiano aumentado em laboratério e que apresenta capacidade de
degradar ou produzir substancias que favoregam a eficiéncia do processo. Este

tipo de tratamento € denominado de bioaumento (Jacques et al. 2008)
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O uso do Bioaumento como tecnologia de Biorremediagdo tem sido
bastante reportado pela literatura (Jacques et al. 2008; Kasai et al. 2007; Yu et
al. 2005). A introdugdo de microrganismos autéctones é conhecida como
bioenriquecimento. A concentragao do indculo adicionado € um fator bastante
importante para aumentar a taxa de biodegradacdo. A efetividade esta
diretamente relacionada a manutencdo de uma concentracdo significativa
durante todo o periodo de tratamento. Muitas vezes, essa concentracdo é
conseguida através de adigdes periddicas, o que pode permitir uma distribuicao

mais uniforme dos microrganismos na area tratada. (Gilbert,Crowley 1998)

3.5.2.1 Atenuacéao Natural Monitorada

A Atenuacdo natural, também conhecida como remediagido passiva,
biorremediacgao in situ, remediacdo intrinseca, bioatenuacgao, e biorremediacao
intrinseca, € um método de tratamento in situ que usa processos naturais
bioldgicos, quimicos e fisicos. O processo ocorre sem intervengdo humana de
forma a conter a expansao da contaminagao, reduzindo a massa, a toxicidade,
o volume ou concentragao dos contaminantes. Esta redugao pode ocorrer pela
biodegradagao do contaminante, sua diluigdo simples, dispersdo, volatilizagdo
ou ainda pela adsorgao, isto é, ligagdo desses compostos a particulas do solo
para prevenir a migragcao do contaminante. (Khan et al. 2004).

Dentre as principais vantagens do processo de atenuagao natural o
custo-beneficio € o de maior destaque, tendo em vista que esta relacionado
somente aos custos de avaliacdo local e monitoramento. A aplicacdo da
atenuacgao natural como uma tecnologia de remediagédo nao € indicada para um
elevado grau de contaminacdo e de comprometimento do local contaminado,
tendo em vista que por ser um processo mais lento, pode apresentar riscos a

populacao.
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3.5.2.2 Biosparging

O biosparging, figura 3, envolve a inje¢ao de ar atmosférico sob pressao
e nutrientes, transferindo os contaminantes da zona saturada para a zona
insaturada (superficie) aumentando a taxa de degradagdo de contaminantes

pelos microrganismos autoctones.

Entrada de Oxigénic  Nutrientes Tratamento da agua Subterranea

¥

——|

|.—Pogo de Injecio ¥ Pogo de Extracio

Agua Subterrinea Pogo de Monitoramento

l .

Figura 3: Esquema Biosparging

Fonte: adaptado de USEPA 2004

3.5.2.3 Bioventing

O processo de bioventing, figura 4, consiste na injegcdo de ar no solo
contaminado para maximizar a biodegradacéo in situ e minimizar, ou eliminar, a
volatilizacdo dos contaminantes para a atmosfera. Diferentemente do
biosparging, que envolve a insuflacdo de ar e o bombeando de nutrientes na
zona saturada, o bioventing insufla ar na zona n&o saturada ou vadoza (Lee et

al. 2006; Osterreicher-Cunha et al. 2004). O bioventing, quando comparado ao
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biosparging, também favorece a degradagdo de contaminantes organicos
menos volateis e, como requer um volume menor de ar, permite o tratamento

de solos menos permeaveis.

Ponto de Monitoramento Pogo de Injecao Injegio de Ar
\ \ J_ E 3 homba
o L o T :‘ -

H Solo Contammado

BeCrVERT Felll D08
l|ll:: |

Figura 4: Esquema do Bioventing

Fonte: Adaptado de USEPA 2004

3.5.2.4 Bioslurping

O Bioslurping, figura 5, € uma tecnologia de remediagado in situ que
associa elementos de bioventing e bombeamento para recuperar
contaminantes livres de aguas e solos subterrdneos promovendo a
biorremediagao aerébia de hidrocarbonetos. O sistema de bioslurping consiste
na instalacdo de um tubo de sorgdo, conectado a uma bomba de vacuo que
remove o produto livre (vapor) junto com um pouco da agua subterranea. Os
liquidos (produto e solugao de agua subterranea) sdo enviados a um separador
Oleo/agua, e os vapores para um separador de liquido/vapor. Além disso, a
extracdo de vapores pelo tubo promove a aeracdo da zona insaturada,

aumentando o conteudo de oxigénio e a taxa de degradagao aerobia.
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Figura 5: Esquema do Bioslurping

Fonte: USEPA 2004

3.5.2.5 Fitorremediacéao

A fitorremediacao, figura 6, € um processo baseado na habilidade de
plantas de absorver, acumular e/ou degradar compostos que estdao presentes
nos solos e em ambientes aquaticos. Ha cinco processos basicos que podem
ocorrer durante a fitorremediacdo: a rizofiltragdo, na qual a remediacdo de
aguas ocorre pelo transporte dos contaminantes pelas raizes das plantas;
fitoextracdo que envolve a captacdo do contaminante do solo;
fitotransformacao que € aplicavel para solos e agua e envolve a degradacao do
contaminante pelo metabolismo da planta; fitoestimulagdo ou biorremediacao

auxiliada pela planta que envolve o estimulo da degradagdo microbiana pelos
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microrganismos localizados na rizosfera; e fitoestabilizagdo que utiliza plantas
para reduzir a migragdo dos contaminantes no solo. (Khan et al. 2004) (Xia et
al. 2003)

A fitorremediagdo vem ganhando forga como uma técnica eficaz de
biorremediagdo pelos resultados obtidos e pelo tratamento estético que esta
técnica oferece. (Hutchinson et al. 2001; Keller et al. 2008; Sun et al. 2004)

Fitovolatilizaclio Evapotranspitagiio Agua + VOCs

™\

Fitoacumulacio / Fitoextragio

Fitoestabilizaglo

Z

\‘ Degradaciio pela Rizosfera

Figura 6: Esquema da Fitorremediag&o Fonte:Adaptado de USEPA 2004

Fitodegradagio

TTOR U RATION COR

3.5.2.6 Landfarming

O Landfarming, figura 7, € uma tecnologia de remediagao ex situ que
reduz a concentragdo de componentes de petroleo presentes em solos através
de processos associados a biorremediagcdo. Esta tecnologia envolve a
distribuicdo do solo contaminado escavado em uma pequena camada na
superficie do solo de um local em tratamento. O revolvimento periddico do solo

aumenta o contato entre os microrganismos e os compostos organicos e
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fornece o oxigénio necessario para a degradagao biologica aerdbica. (Franco et
al., 2004).

Tratamento do Lixiviado (opeional)

Barreira Solo Contaminado
Pogo de Monitoramento
de Agua Subterrinea

Trator para aeragio

Figura 7: Esquema Landfarming

Fonte: Adaptado de USEPA 2004

3.5.2.7 Biorreatores

Os tipos de biorreatores mais comuns para o tratamento de solos
contaminados s&o os reatores de lama ou “bioslurry”. Este tratamento biolégico
ex situ requer a remogao do solo contaminado que € misturado a uma fase
aquosa que pode conter microrganismos, nutrientes e outros aditivos (Khan et
al. 2004).

Dentre as tecnologias ex situ, a utilizagdo de biorreatores vem apresentando
vantagens tais como: monitoramento efetivo do processo, maior controle das
variaveis (valor de pH, temperatura, umidade etc.) e melhor incorporagao de
aditivos. Além disso, os biorreatores sao sistemas fechados que permitem o
controle de emissdes e possibilita, na maioria dos casos, a reducdo do tempo
de processo (Dean-Ross 2005). Entretanto, A necessidade de remover o solo

para o tratamento por tecnologias ex situ, encarece muito o processo
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3.5.2.8 Biopilhas

O sistema de biopilhas ou biocélulas, figura 8 € uma tecnologia ex situ
de biorremediagdo, que envolve o empilhamento de solos contaminados. O
objetivo do processo é simular a atividade microbiana aerdbia acelerando a
degradagdo do poluente pela aeragdo, adicdo de nutrientes e correcédo de
umidade (Jorgensen et al. 2000; Khan et al. 2004; Mohn et al. 2001). A area de
disposicao das pilhas é freqlientemente coberta com uma manta impermeavel
para reduzir a lixiviagdo do poluente para o solo ndo contaminado. A aeragao
dessas pilhas pode ser realizada de duas formas: mecanicamente ou por um
sistema subterraneo de passagem de ar (dutos). Além disso, as biopilhas séo
cobertas para prevenir a perda por evaporagao e volatilizagado e para manter a
temperatura. (Khan et al. 2004; Mohn et al. 2001)

Figura 8 - Esquema Biopilha

Fonte: Adaptado de USEPA 2000.
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3.6 Custos de Tratamento

A tabela 4 apresenta os custos aproximados das tecnologias de

remediacdo de solos e aguas subterraneas contaminadas, segundo (Khan et

al. 2004)

Tabela 4 - Custos das tecnologias de Remediacéo de solos e 4guas subterraneas

Tecnologias de Tratamento

Custo Aproximado US$/t

Tratamento Térmico
Lavagem de Solos
Barreiras Reativas
Atenuacéo Natural
Incorporacao de Nutrientes
Pump and Treat

Extracdo de Vapores (SVE)
Air Sparging

Bioventing

Biosparging

Bioslurping

Biorreatores

Landfarming

Biopilhas

Fitorremediacao

25-225
120-200
120-200

*custos de monitoramento

50-130

195-365
20-50
20-50
20-50

30-190

50-150
130-200

30-60

170-338
15-25

Fonte: adaptado de (Khan et al. 2004)

E importante ressaltar que o custo final da tecnologia de remediagéo

empregada varia de acordo com alguns parametros, entre eles: custo da

implantacdo do projeto, caracteristicas do contaminante, extensdao da

contaminagdo, caracteristicas geologicas e hidrogeoldgicas, tempo de

tratamento e a necessidade de pré ou pos-tratamentos. (Khan et al. 2004)
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3.7 Fatores ambientais importantes para a Biorremediagcao

Além dos microrganismos com a habilidade de degradar hidrocarbonetos
de petrdleo, o tipo do contaminante e diversos outros fatores ambientais
influenciam este processo melhorando a degradagéo do contaminante. Os mais
importantes sdo a temperatura, concentracdo de oxigénio (aeragao eficiente),
pH e nutrientes inorganicos (Alexander,Loehr 1992; Molina-Barahona et al.
2005; Osterreicher-Cunha et al. 2004)

3.7.1 Temperatura

A temperatura atua tanto na natureza fisica e quimica dos

hidrocarbonetos de petréleo, como pela alteracéo das populagées microbianas.
Nas temperaturas abaixo de 15°C predominam microrganismos psicrofilos que
sdo organismos extremofilos capazes de crescer e reproduzir em temperaturas
frias abaixo de 15°C. A membrana celular lipidica quimicamente resistente ao
enrijecimento causado pelo resfriamento extremo, é responsavel por manter o
meio intracelular liquido e proteger o DNA até mesmo em temperaturas abaixo
do ponto de congelamento da agua. Ja os mesofilos sdo microrganismos que
crescem melhor em temperaturas moderadas, tipicamente entre 25 e 40°C. Os
termofilos, outro tipo de extremdfilos, sdo microrganismos que crescem a
temperaturas relativamente altas, acima de 45°C. Como uma condigao prévia
para a sua sobrevivéncia, os termofilos contém enzimas que resistem a altas
temperaturas (Chamkha et al. 2008; Wagner,Wiegel 2008).
Em geral, baixas temperaturas acarretam o aumento da viscosidade do 6leo e
a volatilizagdo dos alcanos de cadeias curtas € reduzida, o que leva a um
processo mais lento, devido a redugcdo na atividade enzimatica. (Neff et al.
2006; Page et al. 2002; Rice et al. 2003).Em alguns estudos, a variagdo na taxa
de degradagcdo do contaminante € observada durante um mesmo dia. Isto
porque 0s microrganismos tém um ciclo diario de atividade biologica
relacionado principalmente a flutuagbes diarias de temperatura (Fiuza,Vila
2005)
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3.7.2 pH

Valores extremos de pH sao inibitérios para a grande maioria dos
processos microbianos de degradacao (Boszczyk-Maleszak et al. 2006;
Shin,Kim 2004). Além de estar diretamente relacionada ao metabolismo dos
microrganismos, a alteracdo de pH pode influenciar a solubilidade dos
contaminantes em agua como também a intensidade da sorgédo destes no solo
(Boszczyk-Maleszak et al. 2006)

Em alguns casos, o controle do pH durante o processo pode ser de
extrema
importancia para a eficiéncia do mesmo. Segundo Boopathy (2003), o valor de
pH durante o processo de tratamento de um solo em reator de lama pode
reduzir devido ao aumento da concentracdo de acidos graxos durante a
metabolizacdo do contaminante, como foi verificado pelo autor, para 6leo
diesel. Uma forma de elevar os valores de pH seria adicionando 6xido de calcio

(cal).

3.7.3 Nutrientes

Os nutrientes essenciais ao crescimento celular sdo o nitrogénio e o
fésforo, os quais devem estar balanceados, propiciando uma boa relagdo com
o carbono. Geralmente, em ambientes contaminados por hidrocarbonetos, o
aumento da quantidade de carbono proveniente deste contaminante faz com
que estes nutrientes necessarios para o crescimento 6timo microbiano estejam
presentes em quantidades inferiores. Assim, freqientemente ha necessidade
de correcdo das concentracbes de nitrogénio e fésforo utilizando fontes
externas desses nutrientes como sais inorganicos (aménio, nitratos e fosfatos)
ou fertilizantes utilizados na agricultura, como uréia. (Coulon et al. 2007; Yu et
al. 2005)

A influéncia da adicdo de nutrientes na biodegradagdo de um éleo cru
em um solo agricola foi estudada em microcosmos adicionados ou nao de
fertilizantes com duas concentragdes distintas de nutrientes: alta (3000 pg N,
450 ug P e 1500 ug por quilo de solo seco) e baixa (850 ug N, 85 ug P e 240

Mg K por quilo de solo seco). O autor observou que a adi¢ao de nutrientes no
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solo propiciou uma maior remogdo de hidrocarbonetos em ambas as
condigbes, além de estimular os microrganismos heterotroficos totais e
degradadores de 6leo. Porém, este estimulo teve um limite, pois nas
concentragbes mais altas de nutrientes, foi observado um efeito inibitério na
microbiota. Ao final de 90 dias de experimento, para a alta concentracdo de
nutrientes foi observada uma remocéao de hidrocarbonetos lineares, ramificados
e ciclicos de 91, 75 e 37%, respectivamente. Enquanto para as baixas
concentragcdes de nutrientes foi observada uma remocgao de hidrocarbonetos
lineares, ramificados e ciclicos de 100, 85 e 57%

(Chaineau et al. 1999).

3.7.4 Aeracgéao

A quantidade de oxigénio € outro fator importante na biorremediacao de
solos contaminados por residuos de petréleo, pois geralmente este processo é
aerobio e os microrganismos heterotréficos utilizam o oxigénio como aceptor
final de elétrons, mas também como substrato nas reacdes catalisadas pelas
enzimas oxigenases. Conseqlentemente, uma baixa concentragdo de oxigénio
afeta a mineralizagdo dos hidrocarbonetos pelos microrganismos, tornando-se
um fator limitante. Fatores como tipo de solo, teor de umidade, baixa
permeabilidade e baixas temperaturas podem afetar a aeragdo do solo,
reduzindo a troca de gas com o ar atmosférico, assim como reduzindo a
difusdo do oxigénio no solo.

A difusédo é o principal processo de transporte do oxigénio no solo, que
pode ser maior quando a aeragcao forgcada € aplicada, aumentando a
concentragao de oxigénio no solo, bem como transferindo para o ar atmosférico
0 gas carbodnico, produto do metabolismo microbiano. Porém, quando somente
a difusdo do ar atmosférico é responsavel pelo transporte de oxigénio no solo
ocorre a formacgédo de gradientes verticais deste gas, resultante do consumo
microbiano do mesmo durante o processo de biodegradagdo. Nos solos sem
contaminacgao a difusdo do ar atmosférico normalmente é suficiente para suprir
as deficiéncias de oxigénio e reduzir o excesso toxico de gas carbbnico
proveniente da metabolizacdo do contaminante, o que nao € observado para os

solos contaminados com éleo.
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(Lee et al. 2006; Osterreicher-Cunha et al. 2004).

E importante ressaltar que, devido as particularidades dos
sedimentos de manguezal e por serem extremamente anoxicos, a estratégia de
incorporacao de oxigénio nao € usual, uma vez que ira interferir em toda a
dindmica do sedimento e, provavelmente, resultara numa diminuigdo dos
indices de degradacdo do poluente. Na realidade, principalmente para
ecossistemas de manguezais, esses métodos sdo reportados mais como
prejudiciais do que benéficos, como descrito no “GUIDELINES FOR THE
BIOREMEDIATION OF MARINE SHORELINES AND FRESHWATER
WETLANDS” (Zhu et al,. 2001), preparado pela agéncia de protecdo ambiental
dos Estados Unidos.

Atualmente, diversos estudos envolvendo a biodegragao em anaerobiose estao
sendo realizados e irdo trazer novas perspectivas para a biorremediacdo em
anaerobiose (Dou et al. 2008; Hu et al. 2007; Kasai et al. 2007).

3.9 —Ecologia Microbiana Molecular

Em fungdo do grande avango tecnoldgico, foi possivel verificar que o
conhecimento acerca da biodiversidade microbiana existente no planeta é
praticamente insignificante. Esta falta de conhecimento se deve em grande
parte ao fato de que os microrganismos precisam ser cultivados para serem
caracterizados. Sabe-se hoje em dia que apenas uma pequena fracdo dos
microrganismos presentes no meio ambiente (0,1 a 10%) podem ser cultivados
por técnicas convencionais (Watanabe et al. 2001, Rosado, 1997)

Recentes avangos nas técnicas de biologia molecular, somados aos
grandes desenvolvimentos que vem ocorrendo na area de bioinformatica,
produziram uma renovagao na microbiologia ambiental, constituindo uma nova
area que tem sido referida como Ecologia Microbiana Molecular (Rosado,
1997).

Neste contexto, a utilizacdo de técnicas moleculares vem se tornando de
extrema importancia para o estudo da ecologia microbiana, pois essas técnicas
nos permitem adquirir informagdes sobre os microrganismos cultivaveis e os

nao cultivaveis presentes nas amostras. (Rosado, 1997)
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3.9.1 Extracdo de acidos nucléicos a partir de amostras ambientais

Existem muitos protocolos descritos para extragao direta e indireta de
DNA de solo (amostras ambientais). A extragao direta envolve lise celular direta
na matriz seguida da extracdo do DNA, enquanto a extrac&o indireta envolve a
separagao das células para posterior lise e extragdo do DNA. (Liang,Liu 2006;
Schneegurt et al. 2003). Em ambos os métodos, € necessario uma etapa
posterior de purificagdo dos acidos nucléicos. (Rosado, 1997).

Uma grande parte desses protocolos foi testada em um numero limitado
de tipos de solo, principalmente com baixo conteudo de matéria organica, ndo
sendo aplicados a todos os tipos de amostras ambientais (Roh et al. 2006;
Tsai,Olson 1991; Yeates et al. 1998; Zhang et al. 2005).

Atualmente, existem diversos kits comerciais para e extracao de DNA de

amostras ambientais, como por exemplo o FAST DNA Spink Kit for Soil.

3.9.2 RNA Riboss6mico 16s (rRNA 16s)

As sequéncias de RNA ribossomais 16S tem sido preferencialmente
escolhidas para determinagao da estrutura filogenética de espécies bacterianas
porque apresentam vantagens como:

¢ Encontram-se presentes em todos os organismos
e Parecem ser geneticamente estaveis
e Possuem tamanho razoavel

e Derivam de um ancestral comum

Estas moléculas sao constituidas de regides altamente conservadas entre
0s organismos que compartilham aquela espécie de RNA, e regides variaveis,
sendo diferente esse grau de variagdo nessas regides especificas. Portanto, a
andlise das sequéncias dos RNAs ribossdmicos, permite um maior
conhecimento da filogenia e da evolugdo microbiana.(Peixoto et al. 2002;
Watanabe et al. 2001).
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3.9.3 PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase)

A reacdo em cadeia da polimerase foi inicialmente descrita por SAIKI e
colaboradores (Saiki et al. 1988). Esta técnica permite amplificar “in vitro”
segmentos especificos de DNA, gerando varias copias desses fragmentos.

Para que a amplificacdo ocorra, € necessario utilizar um par de
iniciadores (primers) que flanqueiam a regiao alvo. Geralmente envolvem de 30
a 45 ciclos de amplificacao, sendo cada ciclo constituido de 1) desnaturacao do
DNA ; 2) anelamento dos primers 3) extensdo ou alongamento pela enzima
Taq polimerase. A utilizacdo desta enzima termoestavel, obtida de Thermus
aquaticus, se deve as altas temperaturas empregadas na desnaturagdo do
DNA.(Saiki et al. 1988)

A eficiéncia e especificidade do método sao influenciadas por uma série
de fatores como: o iniciador utilizado, o regime de repeticdo dos ciclos, os
reagentes e suas concentragdes, a presencga de aditivos, o grau de pureza das

amostras entre outros. (Rosado, 1997)

3.9.4 DGGE (Eletroforese em Gel com Gradiente de Desnaturantes)

Esta metodologia € aplicada na determinagdo direta da diversidade
genética de populacdes microbianas complexas. Ela se baseia na eletroforese
dos produtos de PCR em géis de poliacrilamida contendo um gradiente
crescente de agentes desnaturantes (uréia e formamida). Os fragmentos que
possuem o mesmo tamanho e sequéncias nucleotidicas diferentes podem ser
separados pela diferenca na mobilidade das moléculas apds desnaturacao

quimica de seus dominios, “Melting Domains”.

A mobilidade eletroforética do DNA é sensivel a estrutura secundaria da
molécula que pode ser helicoidal, parcialmente desnaturada e fita simples.
Portanto, a desnaturacado parcial promove uma movimentagdo mais lenta no
gel comparado a molécula em fita dupla ou simples. As moléculas que
possuem sequéncias nucleotidicas diferentes irdo parar de migrar em posigdes
distintas no gel, gerando perfis diferenciados. A figura 9 apresenta

esquematicamente, a visualizagdo dos produtos de PCR em gel de agarose e
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separados através da eletroforese em gel com gradiente de desnaturantes
(DGGE). (Rosado, 1997)

1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6

A B

Figura 9 - Produtos de PCR visto ap6s eletroforese em gel de agarose (A) e em gel com gradiente
de desnaturantes (B)

Através dessa técnica, € possivel detectar aproximadamente 50% das

variagdes de sequéncias em fragmentos de DNA com até 500 pares de bases
(Myers et al. 1985; Myers et al. 1985). Quando se acrescenta a extremidade 5’
de um ou de ambos iniciadores um “grampo’de GC contendo de 30 a 50
nucleotideos, ha um impedimento da dissociacdo das fitas de DNA
aumentando para 100% a deteccdo das variacbes existentes.
(Satoh,Takahashi 1996) (Myers et al. 1985; Myers et al. 1985; Satoh, Takahashi
1996)
Esta técnica pode ser usada para complementar o monitoramento nos estudos
de impactos ambientais. Além de avaliar a diversidade genética de amostras
ambientais, estudando o efeito da presenca de um determinado poluente na
estrutura da comunidade microbiana. Pode também ser aplicada no
monitoramento de microrganismos inoculados in situ, avaliando a permanéncia
ou eliminagdo nos processos de Bioaumento. (lwamoto,Nasu 2001; lwamoto et
al.2000)
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4 Material e Métodos

4.1 Sedimento de Manguezal

O sedimento de manguezal utilizado, proveniente de uma regido do
estado da Bahia, apresenta um histérico de contaminacdo por derrames

acidentais de 6leo.

Para as analises de hidrocarbonetos totais do petréleo (HTP), amostras
foram coletadas e imediatamente armazenadas em bandejas de aluminio
estéreis (Figura 10). Amostras de sedimento para andlises microbiolégicas
convencionais e moleculares foram coletadas com auxilio de uma espatula e
acondicionadas em tubos do tipo “Falcon” estéreis, e as amostras direcionadas
as analises fisico-quimicas foram armazenadas em sacos plasticos estéreis
(figura 11).

01/01/2005

3

Figura 10 - Coleta de material para analises de HTP e armazenamento em
bandejas de aluminio estéreis.
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B ; B R )
L N

Figura 11 - Coleta de amostras de sedimento em sacos plasticos estéreis para
andlises fisico-quimicas e em tubos Falcon estéreis para anélises
microbioldgicas.

4.2 Petroleo como contaminante

O petréleo, ou dleo cru, empregado nos experimentos é conhecido como
OAL (6leo arabe leve — arabian light crude oil) com grau APl médio de 28,9 e
foi cedido pelo CENPES/PETROBRAS para a utilizacdo nos experimentos.

Como ja mencionado, o sedimento utilizado tem um historico de
contaminagdo crénica e recorrente por hidrocarbonetos de petroleo
apresentando uma fracdo altamente recalcitrante aderida a matriz do
sedimento.

De forma a simular em laboratério uma nova contaminacéo, foi realizada
a adicédo de dleo cru (1% m/v) ao sedimento. O objetivo dessa incorporagao
adicional de o6leo foi avaliar o comportamento da comunidade microbiana

dominante frente a um novo derramamento.
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4.3 Produtos Comerciais

Foram utilizados dois fertilizantes comerciais de liberagdo lenta,
OSMOCOTE 3M e BASACOTE 3M, como estratégia de bioestimulo que
apresentam, em sua composi¢cao, fontes de Nitrogénio, Fésforo e
micronutrientes.

Esses produtos sdo amplamente utilizados na agricultura para minimizar as
aplicagdes de fertilizante, pois eles apresentam uma tecnologia de liberagéo
lenta e gradual dos nutrientes no solo.

Existem na literatura, diversos estudos abordando o uso do OSMOCOTE
3M como estratégia de remediagdo de areas impactadas por hidrocarbonetos
de petroleo (Xu et al. 2004; Xu et al. 2005)

Ambos os produtos foram utilizados nas concentracbes de 0,03 e 0,8%. A
menor concentragao, 0,03%, foi calculada para atingir a proporgéo de C:N:P de
100:10:1 no sedimento para o OSMOCOE 3M. Ja a maior concentragao, 0,8%,
€ referenciada na literatura como a concentragao ideal de OSMOCOTE 3M
para atingir um alto nivel de biodegradagéo de hidrocarbonetos. (Xu et al. 2004;
Xu et al. 2005)

As concentragbes do OSMOCOTE 3M também foram utilizadas como
referéncia para o BASACOTE 3M.

4.3.1 Osmocote 3M

O Osmocote utilizado nos experimentos foi 0 OSMOCOTE 3M 15-9-12 +
Micros. O produto apresenta um médio tempo de liberacdo no ambiente de 3

meses e apresenta concentracdes de 15, 9 e 12% de N P K, respectivamente.
Apresenta ainda, as seguintes concentragdes de micronutrientes. Mg: 1%, S:
2.3%, B: 0.02%, Cu: 0.05%, Fe: 1%, Mn: 0.06%, Mo: 0.02%, Zn: 0.05%.
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4.3.2 Basacote 3M

O Basacote, figuras 12 e 13, utilizado nos experimentos foi o
BASACOTE 3M 13-6-16 + Micros. Esse produto apresenta um tempo médio de

liberagdo no ambiente de 3meses e apresenta concentracbes de 13, 6 e 16%
de N P K, respectivamente. Apresenta ainda, as seguintes concentragbes de
micronutrientes. Mg: 1,4%, S: 10%, B: 0.02%, Cu: 0.05%, Fe: 0,26%, Mn:

0.06%, Mo: 0.015%.

PROCESSO FiSICO

Granulos recobertos com cera efdstica (Foligen).
Liberagdo dos nulrientes pelo processo de difusio.

Cera efésifca

Nutrientes

Granulo de fertilizante com
recorte da cera elastica.

Figura 12 - Basacote 3M

Figura 13 - Basacote — 90% dos granulos com diametro de 1,5 - 2,8mm.
Peso de 1000 gréos = 9,589
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4.4 Bioestimulo Convencional

De acordo com analises do sedimento foi determinado que o fésforo
apresentou-se como um fator limitante, considerando-se a relagdo C:N:P
(100:10:1). Dessa forma, para obedecer a relagdo C:N:P mencionada, o fésforo
deveria ser 0 unico nutriente a ser incorporado ao sedimento. Esse tratamento

foi nomeado como Bioestimulo Convencional.

4.4 Reagentes Solucdes e Meios de Cultura.

Tampao TBE 1X

Tris 89 mM
EDTA 2,5 mM
H3BO3 89 mM

Corante para Eletroforese de DNA
Glicerol 50%
EDTA,pH 7,5 20 mM

Azul de bromofenol  0,05%
Xilenocianol 0,05%
Solucbes do DGGE:
Acrilamida/Bisacrilamida  40%
Acrilamida 38,93 g
Bisacrilamida 1,07 g

Tampao TAE 50x

Trisma Base (Sigma) 2M
Acido acético glacial 1M
EDTA 50 mM
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Tampéo TAE 0,5X

Tris-acetato,pH 7,4 20 mM

Acetato de sodio 10 mM

EDTA 0,5 mM

Solucéo desnaturante a 0% para gel a 6% de acrilamida
Acrilamida/Bisacrilamida 40% 15 ml

Tampao TAE 50x 2ml

Agua bidestilada 83 ml

Solucéo desnaturante a 100% para gel a 6% de acrilamida

Acrilamida/Bisacrilamida 40% 15 ml
Tampao TAE 50x 2 mi
Formamida deionizada 40 ml
Uréia 42 g
Agua bidestilada q. s. p 100 ml

Persulfato de aménio (APS) 10%
Persulfato de amoénio 01g
Agua destilada 1 ml
Solucéo 40% (para volume final de 12 ml)
4,8 ml de solugdo do DGGE 100%

7,2 ml da solugcéo do DGGE 0%

Solucéo 60% (para volume final de 12ml)
7,2 ml da solugdo do DGGE 100%

4,8 ml da solugao do DGGE 0%

Em seguida, s&o adicionadas 50ul de APS 10% e 10ul de TEMED as

solugdes de 40 e 60% para a formagao do gradiente.
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MEIOS DE CULTURA

Meio King’s B (Pseudomonas sp)

Peptona

Sulfato de Magnésio Heptahidratado
Hidrogeno Fosfato de Potassio
Agar

pH 7.2

Meio TY (Bacillus sp.)

Hidrolisado de Caseina
Extrato de Levedura
Cloreto de Sdédio

pH 7.0

Meio Amido caseina (Actinomicetos)

Extrato de carne
Caseina hidrolisada
Amido

Agar

pH 7,4

Extrato de malte (Fungos)

Extrato de Levedura

Concentracao (g/L)
20
1,5
1,5
15

Concentracao (g/L)

10

Concentracao (g/L)

30,0
17,5
1,5

15,0

Concentracéao (g/L)
4
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Extrato de Malte 10
Glicose 4
Agar 15
pH 7.3

Meio Agar Marinho (Heterotréficos totais)

Concentracao
Peptona 5,0g/L
Extrato de Levedura 1,0g/L
Citrato Férrico 0,1g/L
Cloreto de Sédio 19,45¢/L
Cloreto de Magnésio 8,8g/L
Sulfato de Sédio 3,249/L
Cloreto de Calcio 1,8g/L
Cloreto de Potassio 0,55¢/L
Bicarbonato de Sddio 0,16g/L
Brometo de Potassio 0,08g/L
Agar 15,0g/L
Cloreto de Estréncio 34mg/L
Acido Bérico 22mg/L
Silicato de Sédio 4mg/L
Fluoreto de Sadio 2,4mg/L
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Nitrato de Amoénia 1,6mg/L
Fosfato Dibasico de Sodio 8mg/L
pH 7.6

Meio TSA (Heterotrdéficos totais)

Concentracao (g/L)

Peptona de Caseina 17
Peptona de Soja 3
Glicose 2,5
Cloreto de Sodio 50
Hidrogeno Fosfato de Potassio 2,5
pH 7.0

Meio Bushnell-Haas + Oleo (Microrganismos degradadores de 6leo)

Concentracéao (g/L)

Sulfato de Magnésio 0,2
Cloreto de Calcio 0,02
Monopotassio de Fosfato 1
Bifosfato de Potassio 1

Nitrato de Amonia 1

Cloreto Férrico 0,05
Oleo 1% (m/v)
pH 7.0
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4.5 Biorremediagdo do Sedimento de Manguezal contaminado
com Hidrocarbonetos de Petréleo (Experimentos em

Microcosmos)

Os microcosmos foram construidos a partir de tubos de PVC com 75 mm
de didmetro e 75 mm de altura (Halmemies et al. 2003) contendo 300 g do
sedimento de manguezal preenchendo cerca de 70% do volume do
microcosmo (figura 14). Foram utilizadas 14 estratégias de bioestimulo para

avaliar o efeito do uso de diferentes produtos na biorremediagdo do sedimento.

Figura 14 - Foto do Microcosmo utilizado

Sedimento. + Osmocote (0,03%)

Sedimento. + Osmocote (0,8%)

Sedimento. + Basacote (0,03%)

Sedimento. + Basacote (0,8%)

Sedimento. + Fésforo (HsPO4 2M) (Bioestimulo Convencional)
Sedimento. + Osmocote (0,03%) + Oleo

Sedimento. + Osmocote (0,8%) + Oleo

Sedimento. + Basacote (0,03%) + Oleo

© © N o o bk~ 0w DN

Sedimento. + Basacote (0,8%) + Oleo
10.Sedimento. + Fosforo (HsPO4 2M) + Oleo
11.Sedimento. (Atenuagao Natural)
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12.Sedimento. + Oleo (Atenuagéo Natural)
13.Sedimento. Abidtico (azida de sddio 1%)

14.Sedimento. Abidtico + Oleo

O acompanhamento dos tratamentos foi realizado nos tempos 24h, 25,
50 e 75 dias. As analises de DGGE foram realizadas nos tempos de 24h e 75

dias.

Os experimentos foram realizados em ftriplicata totalizando 42
microcosmos para cada tempo. A contaminacgao foi realizada diretamente no
microcosmo com uma concentracdo de 1% (V/P) de Oleo Arabe Leve (OAL).
Esta contaminagao visou simular um novo derrame de fragdes mais facilmente

biodegradaveis.

Foi feita a adicdo de agua destilada aos microcosmos para manter um

filme de agua sobre o sedimento.

Para um melhor entendimento na leitura da dissertagdo: Quando for
referenciado SEDIMENTO, deve se entender: Sedimento de manguezal que ja
apresenta um histérico prévio de contaminacao por hidrocarbonetos. Quando
for referenciado SEDIMENTO + OLEO, deve se entender: Sedimento de
manguezal com histoérico prévio de contaminagdo por hidrocarbonetos

adicionado de OAL (Oleo Arabe Leve), simulando uma nova contaminacéo.

4.6 Quantificacdo de Hidrocarbonetos

Foi realizada a avaliacdo da concentragdo de hidrocarbonetos totais de
petréleo (HTP) por cromatografia gasosa nos tempos inicial e final utilizando o
método EPA 8015D. Este método tem como objetivo, indicar a quantidade de
oleo presente no sedimento a fim de analisar os indices de biodegragcéo nos
diferentes tratamentos. Os ensaios de HTP foram realizados junto a empresa

Analytical Solutions.
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4.7 Avaliacao da Diversidade Microbiana

4.7.1 Contagem de células microbianas (método convencional)

A determinagdo do numero de células microbianas foi realizada numa

etapa anterior pelo Laboratorio de Ecologia Microbiana Molecular.

As amostras de sedimento foram diluidas utilizando-se 5 g de sedimento
em 95 mL de solugéo salina estéril (NaCl 0,85%). Apos o preparo, a suspenséo

foi submetida a agitagéo a 120 rpm por 60 min.

A contagem e o isolamento de microrganismos aerdbios e/ou facultativos
viaveis foi feita pelo método de plaqueamento em superficie com meios de
cultura especificos para grupos taxondmicos de importdncia em

biorremediagao:

- Pseudomonas: Meio King’s B;

- Bacillus: Meio TY;

- Actinomicetos: Meio Amido caseina;

- Fungos: Meio Extrato de malte;

- Heterotroficos totais: Meio Agar marinho e Meio TSA;

- Microrganismos degradadores de hidrocarbonetos: Meio Bushnell-Haas
apés enriquecimento das amostras com 6leo como unica fonte de

carbono;

Para o plagueamento, foram preparadas diluigdes da suspensido de
células original em solucdo salina de 10" a 107. A partir de cada diluigdo,
foram transferidas aliquotas de 0,1 mL para placas de Petri, contendo meio de
cultura. Para o meio TY, utilizamos também as mesmas suspensdes originais
antes e depois de processo de pasteurizagdo (60°C por 30 minutos). O inéculo
foi espalhado na superficie do meio de cultura, com auxilio de uma alga de

Drigalsky. Foram feitas triplicatas para cada diluicdo. Em seguida, as placas
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foram incubadas a 28°C durante 48 horas e apds este periodo, as colénias
foram contadas e os resultados expressos em UFC (Unidade Formadora de

Colbnias) por mL de amostra.

A determinagcdo do numero de microrganismos heterotroficos totais e do
numero de microrganismos degradadores de oleo foi realizada pelo método do

Numero Mais Provavel (NMP), utilizando-se os seguintes meios de cultura:

e Estimativa do Numero Mais Provavel de microrganismos degradadores
de hidrocarbonetos: Meio Bushnell-Haas em microplacas ;
e Estimativa do Numero Mais Provavel de microrganismos anaerdbios:

Meio a base de Tioglicolato em frascos do tipo penicilina.

O procedimento para a contagem dos microrganismos degradadores de
hidrocarbonetos consiste em preparar sucessivas diluicbes da suspensao de
células original em solugéo de NaCl 0,85% (p/v) sendo a seguir inoculados 0,1
mL de cada diluicho em 3 pogos da microplaca contendo cada um
aproximadamente 1,75 mL do meio mineral Bushnell-Hass. Em seguida, foram
adicionados 25 uL do o6leo utilizado para o teste. A leitura do resultado foi
realizada observando-se as trés ultimas diluicbes que apresentaram, pelo
menos, um pogo com crescimento positivo, pela alteracédo visual no filme de
6leo, procurando-se na tabela o NMP para a combinagdo de tubos positivos
encontrados (Figura 15). Este valor foi corrigido pelo fator de diluicado utilizado e

expresso em NMP/ 100mL.

Figura 15 — NMP de microrganismos degradadores.

do sedimento.
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4.7.2 Ecologia Microbiana Molecular

4.7.2.1 Extracdo de DNA dos Sistemas de Tratamento

A extragcao de DNA do sedimento foi realizada através do uso de um Kit
de extracdo de solo (FastDNA® SPIN Kit for Soil) da BIO101 (Califérnia, EUA)
que utiliza o método da extragdo direta. Amostras de 0,5 g de sedimento
previamente homogeneizadas foram utilizadas para a extragdo de DNA nesse
kit.

A qualidade e a pureza do DNA obtido foi avaliada através de
eletroforese em gel de agarose 1% (m/v). Amostras de DNA (5 pL) foram
misturadas com 5 pL de corante para eletroforese e aplicadas nos géis. Os géis
foram submetidos a uma corrente elétrica de 90V em tampao TBE 0,5x pelo
periodo de 1,5 horas e, em seguida, foram corados com brometo de etidio e
fotografados sob luz U.V. em um sistema de captura de imagem (IMAGO, B &

L Systems).

4.7.2.2 PCR (Reacédo em Cadeia da Polimerase)

Apos a constatacdo da pureza das amostras por eletroforese, estas
amostras foram submetidas a uma reagado de amplificagdo do fragmento do

gene rrs que codifica para o rRNA 16S.

4.7.2.2.1 PCR-16S

Para a amplificacdo do fragmento do gene que codifica para o rRNA 16S
foram utilizados os seguintes iniciadores: U968f-GC (“grampo” + 5° AAC GCG
AAG AAC CTT AC 3’) e L1401r (5° GCG TGT GTA CAA GAC CC 3(Nubel et
al. 1999). O iniciador U968f € homdlogo a regidao 968-984 do gene rDNA de
Escherichia coli, enquanto que o iniciador L1401 € homodlogo a regido 1385-
1401 deste mesmo gene. Estes iniciadores amplificam a regido da alga V6-V8
do RNA ribossomal, que € mais variada do que as outras regides descritas na
literatura (Watanabe et al. 2001).
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As misturas foram feitas para um volume final de amostra de 50 uL e as

concentragdes de cada reagente estdo apresentadas a seguir na Tabela 5

Tabela 5 - Concentrag6es dos reagentes utilizados na reagdo de PCR — 16S (U968-L1401)

Reagente Concentragao Final no tubo
Tampao 1x

MgCl, 2,5mM

dNTPs 0,2mM

Primer Forward 10 pmol/50uL

Primer Reverse 10 pmol/50uL

BSA 5ug/50uL

Formamida 1%

Taq 2,5 U/50uL

Em cada reacao foi aplicado 1 uL de DNA.

O programa de PCR utilizado foi iniciado com um ciclo de desnaturacao
das fitas de DNA a 94°C por 4 min, seguido de 35 ciclos de 94 °C por 1 min, 55
°C por 1 min e 72 °C por 2 min. O ciclo de extensao final foi de 10 min a 72 °C.
(Peixoto et al. 2002)

4.7.2.3 DGGE (Eletroforese em Gel com Gradiente de Desnaturantes)

Os géis de DGGE foram preparados com solugéo de poliacrilamida (6%)
em tampao Tris-acetato (pH 8,3). Foi estabelecido um gradiente de 40 a 70%
de desnaturantes quimicos (formamida e uréia). As amostras foram aplicadas
em “Dcode™ Universal Mutation Detection System” e, em seguida, este gel foi
submetido a uma corrida a 220 V por 6 h. Posteriormente estes géis foram
corados com SYBR GREEN (Molecular Probes) diluido na razdo de 1/10.000
em tampdo TAE 1x, segundo especificagdo do fabricante, por
aproximadamente 40 minutos. Em seguida, os géis foram observados sob luz
U.V. e fotografados em um sistema de captura de imagem STORM

(Pharmacia, Amersham) para a constru¢do dos dendrogramas.
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Com a imagem digitalizada dos géis, foi feita uma analise para gerar o
perfil densitométrico das bandas, utilizando o Software Image Quant (v 5.2). As
bandas foram consideradas para a construcdo da matriz, quando a altura do
pico, referente a uma intensidade, nao excedia 1% do somatdrio de todas as
alturas identificadas, de acordo com o protocolo descrito por lwamoto (lwamoto
et al. 2000). Com a matriz de presenga e auséncia de bandas obtida, foi feita a
analise de grupo. Os calculos de similaridade foram baseados no coeficiente de
Pearson, que corresponde a medida de distancia. O coeficiente de correlagao
de Pearson € altamente recomendado para a analise dos perfis gerados pela
técnica de DGGE (Nubel et al. 1999). Foi utilizado o método de UPGA para o
célculo de agrupamento no dendrograma gerado para o gel, utilizando o
Software Statistica for Windows v. 5.1, (Statsoft, USA).
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5 Resultados e Discussao

5.1. Caracterizacdo do Sedimento

Para a caracterizacao do sedimento, foram realizadas analises quimicas

junto ao laboratério LABFER (UFRRJ) e microbioldgicas convencionais.

5.1.1 Anédlise Quimica do Sedimento

O sedimento utilizado nos experimentos apresentou um teor de agua de
55,7 |+- 0,28%|. As analises de fertilidade e micronutrientes do sedimento estédo
mostradas na tabela 6, e a andlise de HTP do sedimento inicial € mostrada na
figura 16. Pode-se observar que o sedimento apresenta uma alta contaminagao
por hidrocarbonetos de petréleo principalmente da fraggo UCM (Mistura ndo
resolvida Complexa), que inclui os HPAs (Hidrocarbonetos Poli Aromaticos),

apresentando concentragdes de 6352,02 ppm de um total de 6740,24 ppm.

Tabela 6 - Caracterizagdo Quimica do Sedimento

Resultado de Andlises Quimicas — Rotina de FERTILIDADE DO SOLO

Na | Ca | Mg K | H+AI | Al | S T V| m n pHagua | Corg | P K Fe Cu Zn Mn
Ccmol, / dm® % 1:2,5 % mg/L mg/Kg
58,3 144,3|123,7|369| 1,7 | 0 |[130|131,7(99|0,0|443| 6,1 6,6 | 72| 1441 | 1155 | 42,0 | 69,3 | 39,9

m - saturagdo por Al; n - saturagéo por Na; Extratores: KCI, Mehlich e Acetato de Calcio; Cmolc / dm3 = meq/ 100 ml

de TFSA; mg/kg = ppm
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Figura 16 - HTP inicial do Sedimento n-Alcanos: 10 41

Amostra:
Cliente:
Referéncia:

Nome do arquivo:

TPH Finger Print

05648C 5001 Tipo de Amostra: 5D

UNINERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO -ESCOLA DE QUIMICA

2 TEMPO 2 Quantidade (g): 368

GC415853D Fator de diluigéo: 1
Referéncia interna: PE 48 - 105 Rev 06

Compostos Alvo (mgM g, ppm)

nC10
nC11
nC12
nCl3
nCl4
nC15
nCl6
rC17
Pri
nC18
Phy
nC19
nC20
nC2I1
nC22
nC23
nCI4
nC15
nCI6
nC27
nC28
nC19
nC30
nC3l
nC32
nC33
nC34
nC3s
nC36

M.D

M.D

0.66
0.41
0.47
1,19
1.03
1,38

5]
-
98]

Distribuigdo Normalizada de Alcanos

M=20==00000000=0

(e e i e e Ry e e e o B s s )
00 0 0 G =+ =] 00 =] =% M08 =] O 0o o

gy lgs(ppn)

Limite Quantificagéo
Limite Deteccio
TOTAL

Alcanos

0.10

0.01
23,31

Quantidades (mg/Kg, ppm)

HRP 388.21
ucm 635202
HTP 674024

5.1.2 Anédlise Microbioldgica do sedimento— Método Convencional

Numa etapa anterior, foi realizada no laboratorio de Ecologia Microbiana

Molecular,

a caracterizagcdo microbiolégica do sedimento. Como ja

mencionado, foram utilizados diversos meios de cultura para diferentes grupos

de microrganismos, bem como a utilizagdo da técnica do Numero Mais

Provavel (NMP) para a quantificagdo de microrganismos anaerobios e

microrganismos hidrocarbonoclasticos.
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e TSA e Marine Agar - Heterotroéficos totais encontrados nas amostras.
e King's B 2 Meio semi-seletivo para o género Pseudomonas

¢ Amido-caseina - Meio semi-seletivo para Actinomicetos

e Extrato de malte - Meio seletivo para Fungos

e TY - Meio semi-seletivo para o género Bacillus

e TY pasteurizado - contagem de esporos bacterianos

A contagem das células bacterianas, nos diferentes meios, pode ser

observada na figura 17.

Contagem de células microbianas - Sedimento
1,0E+05
1,0E+04
-
E 1,08+03 B Marine Agar
O
5 1,0E+02 1 — HTSA
1,0E+01 — — Extrato de Malte
1,0E+00 Amido Caseina
y TY t teurizad
vg;g\ /\‘9\?‘ Q}n& "é}(@ ‘ ‘bb%\ QA \(\q;b (amostra pasteurizada)
N ® & Q/S\\ﬂ' © mTY
2 o & X
N 4_&‘3’\ v-é\\ ,bes) EKing'B
@ S
<
Q\\?

Figura 17 - Contagem de Células Microbianas — Sedimento Inicial

Também foi realizada a contagem de células bacterianas, através da
metodologia de Numero Mais Provavel (NMP), para microrganismos
degradadores e microrganismos anaerobios como pode ser observado na
figura 18.

A contagem de bactérias hidrocarbonoclasticos ficou na ordem de 2,3 x
10° NMP/100 mL.

Para os microrganismos anaerébios, a contagem ficou na ordem de 2,2
x 10° NMP/g. Essa contagem elevada reflete a caracteristica anaerdbica do

sedimento de manguezal (baixa oxigenacgao).
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NMP de Degradadores e Anaerdbios

1,0E+07

1,0E+06

1,0E+05

1,0E+04

m Degradadores (NMP/mL)
1,0E+03

NMP/mL

M Anaerébios (NMP/g)

1,0E+02

1,0E+01

1,0E+00

Degradadores Anaerdébios

Figura 18 - NMP de degradadores e anaerébios do sedimento

No sedimento de manguezal foi encontrada uma populagdo bastante
heterogénea. Os resultados de contagem por microbiologia convencional
(plagueamento) sédo similares aos resultados ja obtidos no Laboratério de
Ecologia Microbiana Molecular para outros sedimentos (dados ainda néo

publicados).

E importante lembrar que a contagem de microrganismos por
plaqueamento subestima o numero total de bactérias no sedimento, uma vez
que as técnicas dependentes de cultivo apresentam grandes limitagdes
derivadas da impossibilidade atual de cultivar a maioria dos microrganismos
(Rosado et al 1997). Atualmente, a utilizacdo dessa técnica para mostrar
diferengas na resposta da comunidade frente a diferentes tratamentos tem sido
criticada, uma vez que essa técnica geralmente subestima o numero de
bactérias em cerca de duas ordens de grandeza podendo, muitas vezes, levar
a erros de avaliagdo. Dentro deste contexto, € importante a utilizacdo de

diferentes estratégias de monitoramento.
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Estudos realizados por Ramsay e colaboradores (2000) avaliaram, por
metodologia convencional (NMP), o comportamento da comunidade microbiana
no tratamento de um sedimento de manguezal contaminado por
hidrocarbonetos de petroleo. Foram testadas diferentes metodologias de
remediacdo, uma baseada na adicdo do surfactante Corexit 9527 e a outra
baseada na adicdo de OSMOCOTE com aeragao forcada do sedimento. As
contagens de heterotréficos, degradadores de alcanos e degradadores de
aromaticos do sedimento de manguezal foram da ordem de 10°-10° e 10%-10°
células/g respectivamente e se mantiveram nessa faixa durante todo o
experimento para ambos os tratamentos, ndo sendo observadas variagdes
expressivas. Como mencionado acima, foi utilizado pelos autores um sistema
de bioestimulo + aeragao e com isso, foi observado um aumento da ordem de
10" 10? celulas/ grama nas comunidades de heterotréficos e degradadores de
alcanos e aromaticos durante o experimento. Esses dados mostram que a
aeracao e a incorporagao de nutrientes estimularam a comunidade microbiana.

Outra abordagem utilizada na avaliagcdo da toxicidade do poluente foi
baseada na mortalidade das arvores do ecossistema analisado. Os autores
observaram que o surfactante Corexit 9527 reduziu a mortalidade das arvores
enquanto, para a estratégia de biorremediagcdo, essa reducdo né&o foi
observada. A variavel aeracdo forcada parece ter alterado as propriedades
naturais do sedimento (anoxico) e pode ter interferido na sobrevivéncia das
arvores. Essa abordagem de avaliagdo da mortalidade das arvores é
extremamente interessante, uma vez que ja é sabido que a vulnerabilidade dos
manguezais a derramamentos de petréleo € diretamente relacionada a
manutencédo da estrutura da vegetagdo. Quando as plantas morrem, ha uma
perda estrutural e de protecdo a erosdo. Atualmente, as estratégias de
recuperagcao de manguezais sao baseadas na preservagao das plantas e da
estrutura do ecossistema. Outra estratégia muito utilizada é a baseada nos
mapas de sensibilidade da costa que mapeiam areas sensiveis e que sao

priorizadas para protecado, quando acontecem acidentes ambientais.

Silva, R.F.



Capitulo 5 —Resultados e Discussao 61

5.2. Avaliacao da Degradacao do poluente nos diferentes

tratamentos.

Devido as particularidades dos manguezais, eles sao
considerados os ambientes onde se espera, em caso de acidentes, os
impactos iniciais mais graves e com recuperagcao mais lenta. Dessa forma, é
extremamente importante que metodologias sejam desenvolvidas para a

recuperacao dessas areas.

Foram avaliados nessa etapa, diferentes tratamentos do sedimento
contaminado com hidrocarbonetos em microcosmos. Dentre estes tratamentos,
foi avaliada a introducdo de dois fertilizantes comerciais de liberagao lenta,
OSMOCOTE e BASACOTE, como estratégia de bioestimulo. Esses produtos
foram utilizados com objetivo de garantir fontes de nutrientes para os
microrganismos e minimizar a manipulagdo do sedimento, uma vez que uma

unica aplicagao do sedimento seria realizada.

Existem na literatura diversos estudos avaliando a eficacia do
OSMOCOTE na remediacdo de areas contaminadas. Entretanto, para o
BASACOTE ainda nao existem dados publicados.

5.2.1 Degradacao de HTPs Totais

Os indices de biodegradacdo de HTPs (Hidrocarbonetos Totais de
Petréleo) obtidos para os diferentes tratamentos avaliados podem ser observados

na Figura 19.
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80,00% Degradacao de HTP
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Figura 19 - Degradacgao de HTPs para os diferentes tratamentos avaliados.

Os indices de degradacgao obtidos para os controles abioticos (tratados
com 1% de azida de sddio) foram 55,60 e 51,17% com e sem a adigao de dleo,
respectivamente. Esses resultados sugerem que a azida de sdédio nessa
concentragédo nao foi capaz de inativar os microrganismos presentes para que
pudessem ser excluidas as porcentagens de biodegradagdo. O comportamento
do controle abidtico é similar a atenuagdo natural que apresentou 54% de
degradacdo. E importante ressaltar que outros modos de degradacdo do
poluente também sao importantes, como a volatilizagao/fotodegradagéo e que,

possivelmente ocorreram nesse experimento.

Analisando os dados de degradacao obtidos, pode-se observar que o
tratamento que apresentou a maior eficiéncia na remogao dos hidrocarbonetos
de petréleo foi a Atenuacédo Natural. Esse tratamento atingiu 71,19 e 54% de
degradagcdo, com e sem a adicdo de uma fonte extra de O6leo (nova

contaminacgao) respectivamente.
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Outra questdo que merece ser levantada € o fato de que as duas
variaveis alteradas nesse experimento, adicdo de O6leo e nutrientes, sao
variaveis que ja estdo presentes no sedimento. Ou seja, ja fazem parte da
dinamica do sedimento. O sedimento de manguezal apresenta uma alta
concentracdo de nutrientes e possui um histoérico de contaminacdo por
hidrocarbonetos. Essa contaminacdo prévia por hidrocarbonetos foi
responsavel por selecionar linhagens de bactérias capazes de sobreviver e/ou
degradar o poluente. Assim, a manipulacdo dessas 2 variaveis (nutrientes e
0leo) parece ndo alterar a resposta da comunidade microbiana de uma maneira
muito intensa.

Os indices de biodegradacdo obtidos com o produto OSMOCOTE
mostram que alteragdes nas concentragcdes de nutrientes apresentam um
impacto grande na dinamica populacional. O uso de fertilizantes de liberagao
lenta promove uma liberacdo continua de nutrientes e um excesso de
nutrientes, acima do requerimento metabdlico, esta inibindo a degradacéo
desse poluente.

Foram obtidas porcentagens de degradagdo de 6,49 e 21,33% para
concentragdes do produto de 0,8 e 0,03% respectivamente (Figura 20). Pode-
se observar que, na menor concentragao (0,03%) do produto obteve indices
mais satisfatérios de degradacdo. Dessa forma, o aumento da liberacdo de
nutrientes pelo OSMOCOTE na maior concentragdo levou a um desequilibrio
na relacdo C:N:P, o que pode ter inibido a comunidade microbiana e

consequentemente, a degradacgéo do poluente.
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Degradacao de HTP - Osmocote

25,00%

21,33%

20,00%

15,00%

10,00%
6,49%

% de degradagdo

5,00%

0,00%
2)Sed. + Osmocote (0,8%) 1)Sed. + Osmocote (0,03%)

Tratamentos

M 2)Sed. + Osmocote (0,8%) M 1)Sed. + Osmocote (0,03%)

Figura 20 - Porcentagem de Degradacdo do Osmocote.

Quando simulamos uma nova contaminagao, introduzindo uma fonte
adicional de carbono (6leo), observamos o efeito inverso. HA um aumento na
porcentagem de degradacdo do poluente na maior concentragdo do produto
OSMOCOTE. Isso pode ser explicado pelo fato de que, a introducdo dessa
nova fonte de carbono pode ter equilibrado a relacdo C:N:P e, nesse caso,
estimulado a degradacao do poluente (figura 21). Também pode ser observado
um aumento na degradagdo do poluente para a concentragdo 0,03% do
fertilizante. Esse fato pode ser explicado pela presenca de fragdes mais
facilmente biodegradaveis no éleo que estimularam a degradacdo de outros
compostos por co-metabolismo. A degradagao dos n-alcanos, relacionado ao

co-metabolismo das fragdes recalcitrantes, sera abordada mais adiante.
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70,00%

Degradacao de HTP - Osmocote

62,94%
60,00%

49,44%

50,00%

40,00%
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% de degradacgao

20,00%

10,00%

0,00%
6)Sed. + Osmocote (0,03%) + Oleo 7)Sed. + Osmocote (0,8%) + Oleo

Tratamentos

W 6)Sed. + Osmocote (0,03%) + Oleo M 7)Sed. + Osmocote (0,8%) + Oleo

Figura 21 - Porcentagem de Degradacédo do Tratamento com Osmocote adicionado de 6leo

Xu e colaboradores (2003) testaram diferentes concentragdes de
Osmocote para a remediagdo de um sedimento de praia contaminado com 6leo
arabe leve em microcosmos. O uso de fertilizantes de liberagao lenta promove
uma continua liberacdo de nutrientes mantendo uma concentragao,
teoricamente, suficiente para a atividade microbiana. Dentro dessa idéia, os
autores avaliaram diferentes concentragdes do produto OSMOCOTE (18: 4,8:
8,3% - N-P-K) com concentragbes variando entre 0,2 e 4% para otimizar a
degradagdo do poluente. Os sistemas conduzidos em microcosmos foram
monitorados diariamente para manter a umidade e as condi¢des aerdbicas do
sedimento, através da adicdo de agua e mistura do sedimento. A concentragéo
ideal de OSMOCOTE para o sedimento de praia utilizado pelos autores foi de
0,8%. Essa concentragao foi suficiente para garantir uma degradacgao eficiente
do poluente e € uma concentragao razoavelmente pequena, o que minimiza os
custos de aplicagdo. Na concentragao de 1,5%, foi evidenciada uma diminuigéo
no numero de bactérias que, de acordo com os autores, € explicado pelo

excesso de nutrientes liberados no sedimento e que inibiu a comunidade
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microbiana. Para concentracbes maiores que 1,5%, foi observado que um
excesso de nutrientes, acima do requerimento metabdlico, inibiu a degradagéo
do poluente. Além disso, altas concentragcdes do produto apresentam maior
custo além de representar um potencial problema de eutrofizagcdo dos

ambientes aquaticos.

Num trabalho recente, Chaineau e colaboradores (2005) estudaram o
efeito da concentragao de nutrientes sobre a comunidade microbiana do solo
na biodegradacdo de Oleo durante 150 dias. Os autores observaram a
estimulacdo maxima da comunidade bacteriana na maior concentragdo de
nutrientes adicionada. Entretanto, a biodegradacdo nao acompanhou esse
aumento. Ou seja, mesmo com uma grande estimulagdo da comunidade, os
indices de degradagao do poluente ndo acompanharam a dindmica microbiana.
A maior taxa de biodegradagéo alcangada foi de 62% em condi¢des 6timas. Os
autores evidenciaram que, inicialmente, os compostos lineares e ramificados
foram preferencialmente degradados. No solo bioestimulado, a mineralizagao
das fragbes de n-alcanos e de ramificados foi quase total enquanto no
tratamento onde ndo houve bioestimulo, essas fragbes foram degradadas
parcialmente mesmo com uma degradagdo de 47%. A inibicdo da
biodegradagao pelo excesso de nutrientes foi bastante evidenciada nesse
trabalho. Eles evidenciaram também, que a adicdo de nutrientes foi mais
importante para a assimilagdo dos carbonos lineares e ramificados do que para
os aromaticos e ciclicos. Os autores concluiram que o bioestimulo adequado a
comunidade microbiana apresenta um efeito bastante positivo, principalmente
na degradacdo de n-alcanos e ramificados, enquanto um excesso desses
nutrientes apresenta um efeito negativo. Esse efeito negativo foi somente
evidenciado nos indices de degradacgao dos hidrocarbonetos e ndo no estimulo
a comunidade. Ou seja, a comunidade bacteriana foi estimulada nas altas
concentragdes de nutrientes, mas n&o foi capaz de degradar mais compostos

de petroleo.
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O produto BASACOTE, apesar de apresentar uma concentragdo de
nutrientes e um tempo de liberagdo no meio ambiente similar ao OSMOCOTE
(3 meses), apresentou um comportamento diferente.

Nos tratamentos onde ndo houve a incorporagao de 6leo, os tratamentos
atingiram porcentagens de degradagdo muito parecidas, 42,53 e 44,65 % para
as concentracoes de 0,03 e 0,8%, respectivamente. Nos tratamentos onde o
Oleo foi incorporado, as porcentagens de degradacéao atingidas foram de 61,68
e 43% respectivamente. Todos esses resultados, exceto o do tratamento de
BASACOTE 0,03% + oleo (61,68% de degradagao) séo bastante parecidos e
ndao mostram diferenca de degradagao entre as diferentes concentragdes
utilizadas. Esses dados parecem sugerir que, a menor concentragdo do
BASACOTE (0,03%) aliada a incorporacao de 6leo ao sedimento parece
estimular a comunidade bacteriana na degradacéo das fragdes dos n-alcanos

(86,64%) que sera abordada num topico posterior.

Os resultados obtidos com o Bioestimulo Convencional com a
incorporacgao de fosforo, elemento limitante no sistema, foram 30,87 e 34,79%
para os tratamentos sem e com a adicdo de dleo, respectivamente. Esses
dados sugerem que o fésforo nao é tao importante, ou néo limitante a atividade
microbiana nesse sedimento, para que sejam alcangados altos indices de

biodegradagao.

Degradacao dos n-alcanos

Analisando os resultados de degradacéo para as fragdes dos n-alcanos
com e sem a adigdo de oleo, (Figuras 22 e 23 respectivamente) pode ser
observado que grande parte dos n-alcanos adicionados aos sistemas foi
perdida por volatilizagdo ou degradacdo. O melhor comportamento obtido
também foi para a Atenuagado Natural com valores de 94 e 54%, com e sem a

adicdo de 6leo respectivamente.
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Figura 23 - Degradacao dos n-alcanos nos diferentes tratamentos avaliados com a adi¢éo de 6leo.
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Uma das hipdteses levantadas nesse trabalho era a de que uma nova
contaminagao poderia estimular a degradagao das fragdes mais recalcitrantes,
os UCM (mistura complexa nao resolvida), uma vez que a comunidade
bacteriana ja esta adaptada. Pode-se observar na Figura 24 que para quase
todos os tratamentos, a adicdo do dleo estimulou a degradagao das fragdes
mais recalcitrantes. Para os tratamentos BASACOTE 0,8%, Bioestimulo
Convencional (Fésforo) e Abidtico, observa-se indices similares de degradacgéao
com e sem a adigdo de 6leo. Para esses tratamentos, pode-se inferir que a
simulagdo de uma nova contaminacdo, pela presenca se fracbes mais
facilmente biodegradaveis, ndo foi capaz de estimular a degradagdo das
fracdes mais recalcitrantes. E importante lembrar que para o BASACOTE 0,8%
nao foi evidenciada diferengca na degradacao dos HTPs entre os tratamentos
com e sem a adi¢ao de 6leo. Foram atingidos percentuais de 43% e 44,65% de
degradagdo nas concentracbes de 0,8% com e sem a adicdo de Oleo
respectivamente. Esse fato parece mostrar que, para a concentracéo de 0,8%
de BASACOTE, a concentragao de nutrientes nao foi suficiente para estimular
a maior degradacao dos poluentes.

Entretanto, o Fosforo (Bioestimulo Convencional) como ja mencionado, parece
nao ser importante para o aumento da degradagao desses poluentes no
sedimento, uma vez que foram obtidos indices de degradacao de 32,64 e 31,14

% com e sem a adi¢&o de oOleo (Figura 24).
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Figura 24 - Degradagcdo de UCM com e sem a adi¢do de 6leo como co-substrato.

Como pode-se observar na figura 24, o tratamento que atingiu o maior
valor de degradacédo das fragdes recalcitrantes com a simulagdo de uma nova
contaminagao foi a atenuagéo natural, que atingiu 70,44%. Entretanto, o maior
ganho de degradacdo das fragbes recalcitrantes foi atingido pelo tratamento
OSMOCOTE 0,8% que, com a nova contaminagdo, aumentou os indices de
degradagao de 6,57 para 61,84%. Fato similar também foi observado na
concentracdo de 0,03% de OSMOCOTE que aumentou as taxas de
degradacgao de 21,53 para 47,96%. Esse resultado sugere que o OSMOCOTE
foi capaz de estimular a degradagao das fracbes mais recalcitrantes frete uma
nova contaminagao.

A presenga de um substrato mais biodegradavel, no caso as fragdes
mais leves da nova contaminagéo, pode alterar a cinética de degradacéo dos
compostos organicos no solo, levando a uma degradacao indireta do poluente
original. Ortiz e colaboradores (2006) estudaram o efeito da adigdo de uma

fonte mais biodegradavel (tolueno gasoso) na degradagdo de HTPs. Neste
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trabalho, os autores avaliaram o efeito da passagem de um fluxo continuo de
tolueno gasoso através de colunas para o tratamento de dois tipos de solo. Os
autores utilizaram um solo com histérico de contaminacao recente por HTPs
(52,4 g/Kg) e um solo com contaminacao antiga por HTPs (50,4 g/Kg). Para o
solo com contaminag&do antiga, também foi feita uma adigdo de surfactante
para aumentar a biodisponibilidade dos contaminantes. Ja é sabido que a
biodegradagdo de compostos organicos no solo € inversamente proporcional
ao tempo de contaminacgdo, ou seja, quanto maior o tempo de contaminagéo,
menores sao as taxas de biodegradacdo. Esse comportamento é explicado
pela diminuigao da biodisponibilidade dos compostos no solo/sedimento, e pelo
fato de que as fragdes mais leves ja foram degradadas. Em todos os
tratamentos, houve uma degradagcdo de 99% do co-substrato adicionado
(tolueno gasoso). Para o solo contaminado recentemente, o tratamento com
tolueno levou a um aumento de 28% na degradacdo do poluente em 62 dias.
Ja para o solo com contaminagao antiga, o tolueno nao foi capaz de aumentar
a degradacao. Entretanto, quando o solo com contaminagcdo antiga foi pré-
tratado com surfactante, houve um aumento de 29% na taxa de degradagao. A
adicdo de surfactante ao solo com contaminagdo antiga aumentou a
biodisponibilidade do poluente. Nesse trabalho, a adicao de tolueno gasoso
como co-substrato se mostrou bastante satisfatoria para a biodegradacao e
mineralizagdo dos hidrocarbonetos. O maior efeito da degradagdo de HTPs
com a adicdo do tolueno como co-substrato foi observado para o solo com
contaminagao recente e para o solo com contaminagdo antiga tratado com
surfactante, o que tornou os hidrocarbonetos mais biodisponiveis ao ataque

microbiano.

Num trabalho mais recente, Zhan e colaboradores (2007) avaliaram a
degradacao de MTBE (éter metil-terciario butilico) na presenca de etanol como
co-substrato em Reator Sequencial em Batelada (RSB). O MTBE é um
composto oxigenado, derivado do metanol, que é atualmente adicionado a
gasolina para elevar a octanagem e diminuir a formagdo de monoxido de
carbono durante a queima. O principal problema do MTBE é que ele é

considerado cancerigeno e € muito soluvel em agua (50 g/L em temperatura
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5.3 Avaliacéo da Diversidade Microbiana — Abordagem

Molecular DGGE (“Denaturing Gradient Gel Electrophoresis™)

O conhecimento acerca da biodegradagdo de compostos poluentes no
meio ambiente tem sido bastante estudado através de métodos convencionais
de cultivo em laboratério, isolando microrganismos degradadores, com
potencial para atuacao nos processos de remediacao. A aplicagao recente das
técnicas moleculares tem indicado uma maior diversidade destes
microrganismos presentes em areas impactadas, muitos deles diferentes dos
isolados em condi¢gdes laboratoriais. Portanto, as técnicas de ecologia
microbiana molecular servem para detectar espécies dominantes que os
meétodos convencionais ndo conseguiriam. A maior razao para a incapacidade
de deteccdo pelos métodos de cultivo convencionais se deve a diferenca nas
condigdes fisioldgicas impostas pelo ambiente natural e pelo cultivo em
laboratério, onde o aporte de nutrientes € consideravelmente diferente
(Watanabe et al, 2001).

O perfil dos géis obtido com os produtos de PCR para cada amostra

avaliada esta apresentado nas Figuras 25, 26 e 27.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

:

Figura 25 — Perfil (1) do gel de DGGE (gradiente de 40 a 70%) obtido com os produtos de PCR para
os iniciadores U968-GC e L1401.

1)Padrdao 2)Sed.+Osmocote 0,03% 25d 3)Sed.+Osmocote 0,03% 75d 4)Sed.+Osmocote 0,8% 25d.
5)Sed.+Osmocote 0,8% 75d 6)Sed.+Osmocote 0,03%+Oleo 25d 7) Sed.+Osmocote 0,03%+Oleo 75d
8)Sed.+Osmocote 0,8%+0leo 25d 9)Sed.+Osmocote 0,8%+0leo 75d 10)Atenuacdo Natural 25d 11)Atenuagio

Natural 75d 12)Atenuacdo Natural+Oleo 25d 13)Atenuacdo Natural+Oleo 75d 14) Padréo.
1 3 4 ) 6 7 8 9 10 11 12
: -' ] N B | BB

Figura 26 - Perfil (2) do gel de DGGE (gradiente de 40 a 70%) obtido com os produtos de PCR para
os iniciadores U968-GC e L1401.
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1)Padréo 2)Sed,+Basacote 0,03% +Oleo 25d 3)Sed,+Basacote 0,03% + Oleo 75d 4)Sed,+Basacote 0,8% +Oleo
25d 5) Sed,+Basacote 0,8% + Oleo 75d 6)Sed.+Fosforo +Oleo 25d 7) Sed,+Fdsforo +Oleo 75d 8)” Abidtico” 25d
9)” Abiético” 75d 10)” Abibtico” +Oleo 25d 11)” Abiético” +Oleo 75d 12)Padréo.

Figura 27 - Perfil (3) do gel obtido com os produtos de PCR.

1 2 3 5

11

1)Padrédo 2)Sed.+Fésforo 75d 3)Sed.+Fdsforo 25d 4)Sed.+Basacote 0,8% 75d 5)Sed.+Basacote 0,8% 25d
6)Sed.+Basacote 0,03% 75d 7)Sed.+Basacote 0,03% 75d 8)Sed. Controle,t=0 1
9)Sed. Controle 2, t=0 10)Sed.Controle 3, t=0 11) Padréo

A técnica de DGGE permite obter informagdes sobre a estrutura da
comunidade bacteriana dominante em solos/ sedimentos e outras matrizes..
Foi construido o dendrograma a partir da matriz gerada pelo sistema de analise
de imagem, considerando o método do UPGA (Unweighted pair-group average)
para a formacao dos grupos e o coeficiente de correlagdo de Pearson como
medida de distancia entre os objetos (amostras).

De acordo com o dendrograma obtido (Figura 28) observa-se que as
variaveis alteradas nesse trabalho, nutrientes e O6leo, que sao variaveis
intrinsecas ao sedimento (alta concentracdo de nutrientes, e sedimento
contaminado) parecem nao apresentar qualquer efeito sobre a estrutura
dominante da comunidade bacteriana, que se manteve similar em todos os
tratamentos, exceto para os tratamentos onde foi incorporada a azida de sédio
como biocida. Nesses tratamentos “abioticos”, observamos uma ligeira

alteracdo na comunidade que pode ser observada na figura 28. Como ja
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comentado, a azida de sddio na concentragcado de 1%, nédo apresentou efeito

biocida sobre a comunidade.
UPGA (Unweighted pair-group average)

1-Pearson r

Basacote 0,03% + Qleo 25dias
Basacote 0,03% + Qleo 75dias
Basacote 0,8% + Qleo 25dias
Basacote 0,8% + Oleo 75dias
Fésforo + Oleo 25 dias

Fésforo + Oleo 75dias

Osmocote 0,03% 25 dias

Osmocote 0,03% 75 dias

Osmocote 0,8% 25 dias

Osmocote 0,8% 75 dias

Osmocote 0,03% + Qleo 25 dias
Osmocote 0,03% + Qleo 75 dias
Osmocote 0,8% + Qleo 25 dias
Osmacote 0,8% + Oleo 75 dias
Atenuacgao Natural 25 dias
Atenuacgéo Natural 75 dias
Atenuagao Natural + Qleo 25 dias
Atenuacao Natural + Oleo 75 dias
Fdsforo 75 dias

Fdésforo 25 dias

Basacote 0,8% 25 dias

Basacote 0,03% 25 dias

Controle 1 - Sedimento Tempo 0
Controle 2 - Sedimento Tempo 0
Controle 3 - Sedimento Tempo 0
Basacote 0,8% 75 dias

Basacote 0,03% 75 dias

"Abiotico” Azida de Sodio 1% 25 dias
"Abiético" Azida de Sd6dio, 1% 75 dias
"Abidtico” Azida de Sddio 1% + Qleo 25 dias
""Abiodtico" Azida de Sédio 1% + Oleo 75 dias . . . . .

0,0 0,2 0.4 0,6 0,8 1,0 1,2

Linkage Distance

Figura 28 - Dendrograma obtido para o gel de DGGE (gradiente de 40 a 70%) obtido com os
produtos de PCR para os iniciadores U968-GC e L1401.

O perfil de bandas gerado pelo PCR-DGGE com iniciadores que
hibridizam com regides do gene rrs (codifica o 16s rRNA) reflete a composic&o
das populagdes microbianas dominantes na comunidade, incluindo os
microrganismos nao-cultivaveis (Frassani & Gelsomino, 1999). Entretanto, os
resultados gerados por esta técnica devem ser analisados com cautela, pois a
técnica esta sujeita a varios erros nas diversas etapas moleculares (extragao
DNA, amplificagcédo via PCR, DGGE) (Muyzer,& Smalla, 1998).

Os resultados obtidos nesta etapa mostram que as variaveis alteradas
nesse trabalho, nutrientes e 6leo, que sao variaveis intrinsecas ao sedimento

(alta concentragcdo de nutrientes, e sedimento contaminado) parecem néo
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apresentar qualquer efeito sobre a estrutura dominante da comunidade

bacteriana.
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6 Conclusodes

e Para o Sedimento de manguezal em questdo, a Atenuacido Natural
parece ser a melhor estratégia de remediagéo. Esse tipo de tratamento
envolve basicamente o monitoramento da area de estudo, o que

minimiza os custos de operagao.

e Uma nova contaminagao por hidrocarbonetos estimulou a degradagao
das fragdes mais recalcitrantes (UCMs) devido a presenga de fragbes

mais biodegradaveis.

e Os indices de biodegradacdo obtidos com a manipulacdo da variavel
nutrientes mostram que alteracbes nas concentragdes apresentam um
impacto grande na dinamica da comunidade bacteriana dominante. O
uso de fertilizantes de liberagao lenta promove uma liberagdo continua
de nutrientes e um excesso de nutrientes, acima do requerimento

metabdlico inibe a degradagao do poluente.

o O Fésforo (Bioestimulo
Convencional) ndo € importante para o aumento da degradagdo dos
HTPs para o balango energético avaliado, 100:10:1 (CNP) nesse

sedimento avaliado.

o O tratamento que atingiu o
maior valor de degradacéo das fragdes recalcitrantes com a simulagéo

de uma nova contaminagao foi a atenuagao natural, que atingiu 70,44 %.

o O maior ganho de
degradacdo das fragcbes recalcitrantes foi atingido pelo tratamento
OSMOCOTE 0,8% que, frente a uma nova contaminagdo, aumentou os
indices de degradagao de 6,57 para 61,84%. Fato similar também foi

observado na concentragao de 0,03% de OSMOCOTE que aumentou as
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taxas de degradacéo de 21,53 para 47,96%. Esse resultado sugere que
o OSMOCOTE foi capaz de estimular a degradacédo das fragbes mais
recalcitrantes quando foi adicionado mais efetivamente que o
BASACOTE.

o As variaveis alteradas
nesse experimento, adi¢gao de oleo e nutrientes,
sdo variaveis que ja estao presentes no sedimento e que ja fazem parte
da dindmica do sedimento. O sedimento de manguezal apresenta uma
alta concentragcao de nutrientes e possui um histérico de contaminacao
por hidrocarbonetos. Essa contaminagao prévia por hidrocarbonetos foi
responsavel por selecionar linhagens de bactérias capazes de
sobreviver e/ou degradar o poluente. Assim, a manipulagdo dessas
variaveis (nutrientes e 06leo) parece nao alterar a resposta da

comunidade microbiana de uma maneira muito intensa.

¢ Os resultados obtidos pela técnica de DGGE para os tratamentos do
sedimento em questdo mostram que as variaveis alteradas nesse
trabalho, nutrientes e 6leo, parecem nao apresentar qualquer efeito

sobre a estrutura dominante da comunidade bacteriana.
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7 Perspectivas

A fim de dar continuidade a linha de pesquisa na qual se insere este estudo,
sao sugeridas algumas perspectivas para a otimizagao dos tratamentos de

remediacdo de sedimento de manguezal contaminado.

e Avaliar a concentragdo de nutrientes, nos diversos tratamentos, para
tentar responder as duvidas referentes ao balangco C:N:P ideal para

processos de remediagao.

e Otimizacdo das concentracbes de uso do OSMOCOTE para
biorremediagcdo de HTPs que ndo cause uma inibicdo na populagao

microbiana.

e Avaliar pela técnica PCR/DGGE potenciais grupos microbianos
envolvidos nos processos de biorremediacdo do sedimento, bem como
sua dindmica, verificando se esses grupos especificos se alteram frente
aos diferentes tratamentos. Ex. Pseudomonas sp, Fungos,

Actinomicetos, Proteobacterias, etc.

e Realizar estudos integrados com plantas, avaliando a fitorremediagao e

a manutengao da estrutura do ecossistema de manguezal pelas plantas.

e Avaliar se o comportamento de outro solo, ex mata atlantica, frente a um
estimulo por fertilizantes de liberagao lenta na biorremediagcao de HTPs

€ similar ao comportamento do sedimento de manguezal.

e Desenvolvimento de um produto de liberagao lenta, como fonte de N e

P, para a remediacao de solos e sedimentos contaminados por HTP.
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8 Anexo 1 - Legislacao

Fonte: Legislacao Brasileira( disponivel em www.planalto.gov.br)
Legislacdo Protetiva dos Manguezais

Constituicdo Federal brasileira, art.225, 8 4° considera a Zona Costeira
como "patrimdnio nacional", devendo ser utilizada observando a preservacao

do meio ambiente;

Lei 7661, de 16 de maio de 1988, Plano Nacional de Gerenciamento
Costeiro ( PNGC ) definiu em seu art.2°, paragrafo unico, a Zona Costeira
como " o espago geografico de interacdo do ar, do mar e da terra, incluindo
Seus recursos renovaveis ou nao, abrangendo uma faixa maritima e outra
terrestre, que serao definidas pelo Plano ", e em seu art.3°l, da prioridade a
conservagao e protecdo, em caso de zoneamento, entre outros, aos
manguezais, prevendo, inclusive, sangbes como interdicdo, embargos e
demoligao (arts.6°), além das penalidades do art.14 da Lei 6.938/81 (Politica

Nacional do Meio Ambiente)

Resolucdo n° 01 de 21.11.90 da Comissdo Interministerial para os
Recursos do Mar ( CIRM ) e pelo CONAMA-Conselho Nacional do Meio
Ambiente aprovou a Plano Nacional de Gerenciamento Costeiro que define a
Zona Costeira como " a area de abrangéncia dos efeitos naturais resultantes
das interagdes terra-mar-ar, leva em conta a paisagem fisico-ambiental, em
funcdo dos acidentes topograficos situados ao longo do litoral, como ilhas,
estuarios e baias, comporta em sua integridade os processos e interagdes
caracteristicas das unidades ecossistémicas litoraneas e inclui as atividades

soOcio-econdmicas que ai se estabelecem.

Lei de Parcelamento do Solo (Lei 6766/79), ndo permite o parcelamento do
solo em areas de preservagao ecoldgica , entre outras (art. 3°, paragrafo unico,

V), incluindo nestas os manguezais;
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Lei 4.771 de 15.09.65 (Cddigo Florestal), art.2°, f considera também floresta

de preservacéo permanente, as que servem de estabilizadoras de mangues;

Lei 6938 de 31 de agosto de 1981 (Politica Nacional do Meio Ambiente),
com a finalidade de preservar, melhorar e recuperar a qualidade ambiental para
propiciar a vida, assegurando assim o desenvolvimento socioecondmico (art.2),
com o atendimento dos seguintes principios, entre outros: planejamento e
fiscalizacdo do uso dos recursos ambientais (inc. lll); protecdo dos
ecossistemas, com preservagcao de areas representativas (IV); controle e
zoneamento das atividades potencial ou efetivamente poluidoras (V);
recuperacao de areas degradadas (VIIl); e protecdo de areas ameacgadas de
degradacao;

Nesta lei estdo importantes conceitos como, por exemplo, recursos
ambientais que sdo: a atmosfera, as aguas interiores, superficiais e
subterraneas, os estuarios, o mar territorial, o solo, o subsolo, os elementos da
biosfera, a fauna e a flora (art.3 ,V). Instituiu ainda em seu art.14 as sangdes
administrativas de multa, perda ou restricdo de incentivos e beneficios
fiscais,perda ou suspensao de participacdo em linhas de financiamento em
estabelecimentos oficiais de crédito, e suspensao de atividade ; e prevé ainda

em seu art.15, alterado pela

Lei 7.804 de 18.07.89, pena de reclusao e multa ao poluidor que expuser a
perigo a incolumidade humana, animal ou vegetal, ou venha a agravar esta

situacéo;

Lei 7.347/85 (da Acédo Civil Publica) permite ao Ministério Publico, a Uniao,
aos Estados, aos Municipios, Autarquias, empresas publicas, fundagodes,
sociedades de economia mista e associagdes civis com mais de um ano ajuizar
acao civil publica de responsabilidade por danos ao meio ambiente, conforme
seu art.5°, impondo : condenagdo em dinheiro ou cumprimento de obrigagéo
de fazer ou nao fazer ( art.3° ); multa e pena de prisdo-reclusdo aos
agressores ( art.10° ); acao popular constitucional para o fim de anular ato

lesivo ao patriménio publico (art.5°, LXXIIl,Constituicdo Federal); - mandado
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de segurancga coletivo as entidades associativas, aos partidos politicos e aos
sindicatos para defender interesses transindividuais (art.5°, LXX da CF) e;
mandado de injungdo em faltando norma regulamentadora a agasalhar um
direito reconhecido (art.5°, LXXI, C.F), todas elas podendo ser aplicadas em

havendo potencial dano aos manguezais.

Lei 9.605/98 (dos Crimes Ambientais)

Protecédo legal nas constituicdes dos estados brasileiros

e Bahia, art.215, |, inclui os manguezais nas areas de preservagao
permanente;

o Ceard, art.267, V, proibe a industria, comércio, hospitais e residéncias
de despejarem nos mangues residuos quimicos e organicos nao
tratados;

e Maranhao, art.241, IV, " a", inclui os manguezais nas areas de
preservagao permanente;

o Paraiba, 227, IX, determina a designacdo dos mangues como areas de
preservagao permanente;

e Piaui, art.237, 8 7°, | , também inclui os manguezais nas areas de
preservagao permanente;

« Rio de Janeiro, art.265, |, também considera os manguezais de
preservagao permanente.

e Sao Paulo, art.196, considera o Complexo Estuario Lagunar entre
Iguape e Cananéia como espacgos territoriais especialmente protegidos,
podendo ser utilizado apenas com autorizacdo, mas sempre observando
a preservacao do meio ambiente, bem como em seu art.197, | considera

expressamente os manguezais areas de protegdo permanente.

No restante dos Estados maritimos os manguezais existentes em suas
areas estdo de certa forma protegidos, porque em suas Constituicbes ha
dispositivos legais que protegem regides que tem flora e fauna rica ou de
importancia, estando por conseguinte incluidos ai os mangues, de forma que

0s manguezais brasileiros estdo bem definidos e incluidos na Zona Costeira do
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Brasil, e consequentemente protegidos por lei, quer expressamente ou
indiretamente.

Estas s&o, em suma, as sangbes administrativas e a legislagao principal
penal existentes que podem ser aplicadas em caso de degradagdo dos
manguezais,

E importante lembrar ainda que o art.225 de nossa Carta Magna garante a
todos o direito ao meio ambiente ecologicamente equilibrado, impondo ao
Poder Publico e a coletividade o dever de defendé-lo e preserva-lo.

Pelo fato de estarem dentro das Zonas Costeiras, somado as suas
caracteristicas especiais em termos bioldgicos,0 ecossistema manguezal esta
protegido legalmente contra a degradagao, observando que em muitos Estados
maritimos brasileiros, incluindo nestes o do Rio de Janeiro, € expressamente
considerado area de prote¢ao permanente em suas Constituicbes; mas, apesar
de toda essa legislagdo os manguezais vem sofrendo grandes pressdes e

impactos ambientais.

Principais Convencdes Internacionais sobre Polui¢cdo por Oleo

no Mar

As discussdes internacionais para nortear as medidas preventivas e

corretivas sobre a poluicdo por 6leo no mar ndo sdo muito antigas.

A OILPOL 54 é primeira convencéao internacional reconhecida, visando
prevenir a contaminagao por oleo transportado pelos navios, realizada pelo
governo britdnico em 1954, por iniciativa do Conselho Econdmico e Social das
Nacbdes Unidas. Nesta época, os assuntos maritimos tinham como férum
principal a Organizagdo Consultiva Maritima Intergovernamental (IMCO - Inter-
governmental Maritime Consultative Organization), criada em 1948,
especializada na seguranga da navegacdo. A segunda convengao mais
importante a seguir foi a SOLAS 1960 - International Convention for the Safety
of Life at Sea, discutida anteriormente em 1914 e 1948, mas que passou a
vigorar apenas em 1965, abordando entre outros temas importantes, a
seguranga da navegacgao, o transporte de cargas a granel, o transporte de

substancias perigosas e 0s navios nucleares.
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Da IMCO, surgiu a Organizagdo Maritima Internacional (OMI) ou IMO -
International Maritime Organization, acumulando mais de cinquenta anos de
experiéncia no assunto, promovendo 47 convengdes internacionais, protocolos
e emendas sobre Seguranca da Vida Humana no Mar Protecao do Meio
Marinho, Transporte de Carga, Facilitacdo do Transporte Maritimo entre as
quais se destacam a CLC 69, MARPOL 73/78 e a OPRC 90.

CLC - A Civil Liability Convention (CLC) ou Convengado sobre a
Responsabilidade Civil em Danos Causados por Poluicdo por Oleo, realizada
em Bruxelas em 1969. Tem como objetivo principal estabelecer o limite de
responsabilidade civil por danos a terceiros causados por derramamentos de
6leo no mar, excluindo-se os derivados claros como gasolina, oleo diesel e
querosene, criando assim um sistema de seguro compulsorio, que se aplica
aos navios petroleiros dos paises signatarios a esta Convengdo. Esta
Convencao esta ratificada por 79 paises entre eles o Brasil, excluindo-se os
Estados Unidos. Decreto Federal No 79.437 de 28/03/71 e Decreto Federal No
83.540 de 04/06/79.

FUNDO 1971 (IOPC Fund), OU CONVENCAO DE BRUXELAS 1971

O Comité de Aspectos Legais da IMO estabeleceu nesta Convengao a
criacdo do Fundo Internacional de Compensacao por Danos pela Poluicdo por
Oleo (IOPC Fund), que entrou em vigor em 1978. O proposito deste fundo é
prover indenizagdes cujos valores excedam o limite de responsabilidade do
armador, estabelecido pela CLC 69. Os recursos séo provenientes de uma taxa
sobre a quantidade de petréleo importado por ano, via maritima e, conta com o
patrocinio de empresas e pessoas juridicas que utilizam 6leo cru e outros 6leos
pesados. As indenizacdes tém como teto o valor de US$ 81,8 milhdes. Esta
Convencgao foi ratificada por 56 paises, os quais também sao signatarios da
CLC 69. Embora o governo brasileiro tenha assinado a CLC 69, ainda nao

ratificou a sua participacao neste Fundo.
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CONVENCAO DE LONDRES 1972

Esta Convencao refere-se a Prevencao da Poluicao Maritima por Alijamento de
Residuos e Outras Matérias e fixa normas para controlar e regular, em nivel
mundial, o despejo de dejetos e outras substancias de qualquer espécie por
navios e plataformas. As partes desta Convencao interromperam a autorizagao
para despejo no mar de substancias radioativas em 1982 e, para a incineragao
de despejos quimicos, em 1991, até que novas pesquisas "lancem luz sobre o

problema".
MARPOL 73/78

Convencao Internacional para a Prevencdo da Poluicdo Causada por
Navios, alterada posteriormente pelo Protocolo de 1978 e por uma série de
emendas a partir de 1984, visando introduzir regras especificas para estender
a prevencdo da poluicdo do mar as cargas perigosas ou equivalentes as dos
hidrocarbonetos. As regras da MARPOL passam por um processo dinamico de

aperfeicoamento em fungao das inovagodes tecnoldgicas, cientificas e politicas.
A MARPOL 73/78 contempla atualmente cinco anexos e um a discussao:

- Anexo | - Regras para prevencao da poluigéo por 6leo, a primeira a entrar em

vigor

- Anexo |l - Regras para o controle da poluicdo por substancias nocivas

liquidas transportadas a granel;

- Anexo llI- Regras para prevengao da poluicdo ocasionada por substancias
nocivas, transportadas por mar em embalagens (fardos, containers, tanques

portateis ou vagdes tanques ferroviarios e rodoviarios);

- Anexo IV- Regras para a prevengao da poluicdo por esgotos provenientes de
navios;
- Anexo V - Regras para prevengao da poluigdo por lixo provenientes dos

navios;
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- Anexo VI - ainda em discussdo - Regras para prevengao da poluicdo por

emissdes gasosas provenientes dos navios.

De acordo com a MARPOL, entende-se por substancias nocivas:
"qualquer substancia que, se despejada no mar, € capaz de gerar riscos para a
saude humana, danificar os recursos biolégicos e a vida marinha, prejudicar as
atividades recreativas ou interferir com outras utilizagdes legitimas do mar e

inclui toda substancia sujeita a controle pela presente convencéo.”

As principais medidas acordadas referem-se a (ao):

e necessidade de realizar vistorias iniciais, periddicas e intermediarias nos
navios;

e proibicdo da descarga de 6leo ou misturas oleosas no mar, a menos que
o petroleiro esteja a mais de 50 milhas nauticas da terra mais proxima,
navegando em sua rota; que o regime de descarga do conteudo nao
exceda 60 L por milha nautica. A descarga podera ser feita desde que o
navio possua sistemas de monitoramento e controle de descarga de
Oleo e separador de agua/éleo em operacgao;

e proibicdo da descarga de 6leo ou misturas oleosas no mar para os
demais navios, com arqueag¢ao maior ou igual a 400 ton, proveniente
dos tanques de combustiveis e dos porbes de compartimentos de
maquinas, a menos que estejam a mais de 12 milhas nauticas da terra
mais proxima, navegando em sua rota; que o conteudo seja menor ou
igual a 100 ppm e que possua em operagao, sistema de monitoramento
e controle de descarga de 6leo, equipamento e sistema de filtragem de
Oleo entre suas instalagoes;

e comprometimento dos governos dos paises signatarios em assegurar a
instalagdo de equipamentos e meios de recebimento da descarga de
residuos de 6leo e misturas oleosas como sobras de petroleiros e de
outros navios, nos terminais de carregamento de petroleo e derivados,
nos portos de reparo entre outros tipos de portos;

e necessidade de dotar os petroleiros novos, isto €, cujo contrato de

construcao tenha sido assinado apds 31/12/75, de tonelada maior ou
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igual a 70 mil, de tanques de lastro segregado ou seja, tanques
diferenciados, completamente separados dos sistemas de 6leo de carga
e combustivel, destinado ao transporte de lastro ou outras cargas que
nao sejam oOleo, misturas oleosas e substancias nocivas;

e obrigatoriedade de possuir o livro de registro de dleo, seja como parte ou
nao do diario nautico, no qual serao feitas anotacdes relativas a todas as
movimentagdes de dOleo, lastro e misturas oleosas, inclusive as entregas
efetuadas as instalagbes de recebimento. Este livro é valido para os
petroleiros de arqueacgéao bruta maior ou igual a 150 ton e nos cargueiros
de arqueagao maior ou igual a 400 ton;

e procedimentos para descarga de substancias nocivas liquidas;

e procedimentos para embalagem, marcagéo, etiquetagem, documentagao
necessaria, e estivagem de substancias prejudiciais transportadas por

mar na forma de embalagens;

O governo brasileiro aprovou com restricbes os textos desta Convencgao
pelo Decreto Legislativo No 2508/98 de 04/03/1998.

Navios de Casco Duplo

Um outro assunto de grande interesse relativo a MARPOL é a
regulamentagao sobre navios de casco duplo. A IMO - Organizagdo Maritima
Internacional, durante a 46 MEPC - Comité de Protecdo ao Meio Ambiente
Marinho, realizada em abril 2001, determinou que os navios entregues a partir
de 06/07/1996, deveriam ser do tipo casco duplo. De acordo com as novas
regras, o limite de vida util dos petroleiros foi reduzido de 30 para 25 anos
devendo ser intensificadas as vistorias nas embarcagdes, visando preservar

navios com boas condi¢cbes de manutencéo.
CONVENCAO DE PARIS DE 1974 - Fontes terrestres

Convencgao para Prevencédo da Poluigdo Maritima por Fontes Situadas
em Terra. Comegou a vigorar em maio de 1978 sendo o principal instrumento
internacional a respeito da prevencéo da poluicdo por portos e terminais entre

outras fontes terrestres.
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SOLAS 1974

Convencgao Internacional para a Salvaguarda da Vida Humana no Mar
(International Convention for the Safety of Life at Sea). Foi adotada em
1/11/1974, protocolos de 1978 e Emendas de 1994, 1995 e 1997. Estabelece
regras e diretrizes para inspe¢des e vistorias de navios, equipamentos salva-
vidas, instalag¢des de radio, casco, maquinas, construgdo, compartimentagem e
estabilidade, instalacbes elétricas, manutencdo das condi¢cbes, busca e
salvamento, sistema de gestdo da seguranca e, ainda, a emissao e aceitacao
de certificados. A SOLAS foi a primeira convencao realizada da historia,
ocorrida em 1914, em fungdo do acidente ocorrido com o navio Titanic, porém

s6 entrou em vigor em 25/05/1980.
LLMC 75 Transporte maritimo de material nuclear

Convencgao Relativa a Responsabilidade Civil no Caso de Transporte
Maritimo de Material Nuclear, em vigor desde 15/7/75, nao ratificada pelo

governo brasileiro.
CONVENCAO DAS NACOES UNIDAS SOBRE OS DIREITOS DO MAR

E qualificada como "a constituicdo dos oceanos". Realizada em 1982,
em Montego Bay, Jamaica, entrou em vigor em 1994. Tem como objetivos
principais estabelecer normas para as zonas oceanicas internacionais, limites
territoriais maritimos, direitos de navegacao, jurisdicdo econémica, direitos de
exploracdo de recursos, gerenciamento e protecdo ao ambiente marinho.
Desde que esta Convengdo passou a viger, estas disposi¢cbes adquiram a
eficacia de tratados internacionais. O governo brasileiro é signatario pelo
Decreto Federal No 99.165 de 12/03/90.

Compreende 17 partes (sendo a primeira um texto introdutério) e 9
anexos, abordando disposicdes sobre as areas maritimas como Mar Territorial,
Zona Contigua e Zona Econbmica Exclusiva entre outras; sobre questbes
especificas referentes a determinados espacos maritimos utilizados para
navegacao internacional, ao regime das ilhas, a mares fechados ou semi-

fechados; sobre o direito de acesso ao mar; sobre a protecéo e preservacao do
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meio marinho e investigagdo cientifica, entre outros topicos. Os anexos
apresentam temas que necessitaram de maior aprofundamento e
pormenorizagao, como regras sobre a solugdo de controvérsias, tais como
conciliagao, estatuto do Tribunal Internacional do Direito do Mar, arbitragem e

participacdo de organizagdes internacionais.

No ambito deste documento destacam-se alguns artigos isoladamente e Parte
do Capitulo Xl (194 a 201), por abordarem diretamente a protegdo e

preservacdo do meio marinho:

e Art. 24: sobre os deveres do Estado Costeiro: "o Estado Costeiro dara a
devida publicidade a qualquer perigo que tenha conhecimento e que
ameace a navegacao no seu mar territorial";

e Art. 25: sobre os direitos de protecao do Estado Costeiro: "o Estado
Costeiro pode tomar, no seu mar territorial, as medidas necessarias para
impedir toda a passagem que n&o seja inocente";

e Art. 28: aborda sobre jurisdicido civil em relagao aos navios estrangeiros:
"o Estado Costeiro ndo pode tomar contra este navio, medidas
executorias ou medida cautelares em matéria civil, a ndo ser que essas
medidas sejam tomadas por forga de obrigagdes assumidas pelo navio
ou de responsabilidade em que o mesmo haja incorrido durante a
navegagao ou devido a esta quando da sua passagem pelas aguas do
Estado Costeiro.

o Art. 194: dispbe sobre medidas para prevenir, reduzir e controlar a
poluicdo do mar;

e Art. 197: aborda a cooperagao no plano mundial ou regional, diretamente
ou por intermédio de organizagdes internacionais competentes, para a
protecao e preservacao do ambiente marinho;

o Art. 199: ressalta a importancia dos estados costeiros elaborarem e
promoverem planos de emergéncia para enfrentar incidentes de
poluicdo no meio marinho.

o Art. 200: estimula os estados a participar ativamente dos programas

regionais e mundiais, com vista a adquirir os conhecimentos necessarios
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para avaliagdo da natureza e grau de poluicédo, efeitos da exposi¢cao a
mesma, seu trajeto, riscos e solugdes aplicaveis;

o Art. 201: estimula o estabelecimento de critérios cientificos apropriados
para a formulacdo e elaboragcdo de regras, bem como praticas e
procedimentos recomendados para prevenir, reduzir e controlar a

poluicado do meio marinho.Decreto Federal No 99.165 de 12/03/90
CONVENCAO DE BASILEIA 1989

Convencdo da Basiléia sobre o Controle dos Movimentos
Transfronteiricos dos Residuos Perigosos e sua eliminagdo, adotada em
22/03/1989. Passou a vigorar em 05/05/92. Entre os seus principais objetivos
estdo o de reduzir os movimentos transfronteiricos de residuos perigosos e de
outros residuos submetidos a esta Convengédo, a um minimo compativel com
seu manejo ambientalmente adequado; tratar e eliminar estes residuos o mais
proximo possivel de sua fonte de geracao; prevenir o trafico ilicito destes
residuos; proibir seu transporte até os paises carentes de capacidades
juridicas, administrativas e técnicas para seu manejo e eliminagéo

ambientalmente adequada.
SALVAGE 1989

Convencgao Internacional sobre Salvamento. Foi adotada em 28/04/89 e
passou a vigorar em 14/07/96. Visa incentivar, mesmo monetariamente,
operagoes de salvamento de navios ou outros tipos de embarcacéo e prevenir

a poluicdo marinha por tais operagdes.
OPRC 1990

A Convencado Internacional sobre Preparo, Responsabilidade e
Cooperagdo em Casos de Poluicdo por Oleo (Oil Pollution Preparedness,
Response and Co-Operation) foi estabelecida pela IMO em 30/11/90, em
funcdo do acidente ocorrido com o petroleiro Exxon Valdez no Alasca, em 1989
e do inacreditavel derramamento de oOleo provocado por forgcas militares
durante a Guerra do Golfo Pérsico. Passou a vigorar em 1995. Visa facilitar a

cooperacao internacional e a assisténcia mutua no preparo para o atendimento
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aos casos de vazamentos de Oleo e incentivar os paises a desenvolver e
manter adequada capacitacdao para lidar, de maneira eficaz, com as
emergéncias decorrentes deste tipo de poluicdo. Estende seu alcance as
instalacdes portuarias que operam com hidrocarbonetos e derivados além dos
navios e plataformas. Entre os principais aspectos estabelecidos destaca-se

que:

e 0s estados devem exigir planos de emergéncia individuais das
instalagdes que manuseiam hidrocarbonetos e derivados

e cada pais devera estabelecer um sistema nacional de resposta aos
acidentes (plano nacional de contingéncia) a partir dos planos de
emergéncia individuais e um sistema internacional, contemplando a
cooperacgao de dois ou trés paises, se necessario;

e 0s navios devem ser providos de manual de instrugdes para os
procedimentos de emergéncia (ndo se aplica aos navios de guerra, de
auxilio naval ou operado por um governo com fins que nao sejam
comerciais);

e a notificagdo dos acidentes deve ser feita rapidamente aos paises
envolvidos;

e 0s paises poderdo solicitar a cooperacado internacional quando os
acidentes ocorrerem, devendo também promover a cooperacdo nas
areas de pesquisas relacionadas com a prevengao da poluigao por Oleo;

e a IMO devera prover informacéo, educacéao, treinamento e servicos de

consultoria internacional durante os acidentes.

No Brasil, esta convengéao foi promulgada pelo Decreto Legislativo No 43 de
01/06/98.

Resolucdo A. 868 (20) IMO - Agua de lastro

Diretrizes para o controle e gerenciamento da agua de lastro dos navios
para minimizar a transferéncia de organismos aquaticos nocivos e agentes
patogénicos. Titulo original: Guidelines for the control and management of
ship’s ballast water to minimize the transfer of harmful aquatic organism and

patogens. A Organizacdo Maritima Internacional (IMO) e a Organizagao
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Mundial de Saude (OMS) reconheceram oficialmente que a descarga da agua
de lastro e de sedimentos transportados por navios pode permitir a entrada de
organismos aquaticos nocivos e agentes patogénicos (bactérias, algas, larvas
de invertebrados, etc) nos diversos portos internacionais, ameagando o
equilibrio ecologico da vida marinha existente e podendo causar doencgas

epidémicas. Estas diretrizes visam minimizar o risco desta contaminagao

Ainda nao foi elaborada legislagdo nacional pertinente. No Brasil, o
Programa Globallast € coordenado pelo Ministério do Meio Ambiente e
auxiliado por um Assistente Técnico, contratado pela IMO, do qual também
participam a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, universidades, entre

outros.

A PARTICIPACAO DO BRASIL NO PROGRAMA GLOBAL DE GESTAO DE
AGUA DE LASTRO

A Organizagdo Maritima Internacional (IMO), com recursos oriundos do
Fundo para o Meio Ambiente Mundial (GEF) através do Programa das Nagdes
Unidas para o Desenvolvimento (UNDP), uniu-se aos Estados Membros e a
industria do transporte maritimo com o propdsito de apoiar paises em
desenvolvimento no trato do problema de agua de lastro, dando inicio, assim,
ao Programa Global de Gerenciamento de Agua de Lastro - GloBallast. O
projeto, denominado originalmente "Remog¢do de Barreiras para a
Implementacdo Efetiva do Controle da Agua de Lastro e Medidas de
Gerenciamento em Paises em Desenvolvimento", visa reduzir a transferéncia
de espécies marinhas nao nativas indesejaveis que tém como vetor a agua de
lastro dos navios. Tem como propdsito ajudar os paises em desenvolvimento a
implementar as medidas de carater voluntario previstas na Resolugcédo A.868
(20) - IMO "Diretrizes para o Controle e Gerenciamento da Agua de Lastro dos
Navios para Minimizar a Transferéncia de Organismos Aquaticos Nocivos e
Agentes Patogénicos"; publicacdo essa ja traduzida e distribuida pela DPC a
Comunidade Maritima e Capitanias. Além disso, o GloBallast tenciona preparar
0s paises antecipadamente para a implementagdo de instrumento legal de
ambito internacional, atualmente em desenvolvimento pelos Estados Membros

da IMO, que regulamentara o gerenciamento da agua de lastro. Para que isso
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seja alcancado, sera provido aos seis paises participantes, durante os trés
anos de duragao do Programa (maio de 2000 até maio de 2003), assisténcia
técnica, capacitagao e reforgo institucional, tendo como objetivo uma efetiva
gestdo da agua de lastro. Os estudos de caso a serem desenvolvidos nesses
paises servirdo, numa primeira etapa, como demonstracdo de dificuldades e
experiéncias de sucesso de gestdo do problema. Pretende-se que esses seis
locais de demonstracao representem as principais regides em desenvolvimento
do mundo: Saldanha/Africa do Sul, Bombaim - india, Sepetiba - Brasil, llha

Kharg - Ir&, Dalian - China e Odessa - Ucrénia.

No Brasil, o GloBallast é coordenado pelo Ministério do Meio Ambiente e
auxiliado por um Assistente Técnico, contratado pela IMO. Uma Forga-Tarefa
Nacional foi estabelecida, em novembro de 2000, formada por uma equipe
multidisciplinar de especialistas de varias universidades do Estado do Rio de
Janeiro e representantes dos setores envolvidos como Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria, Companhia Docas do Rio de Janeiro, FEEMA, IBAMA, e
PETROBRAS. O GloBallast conta, ainda, com o apoio técnico e institucional do

Instituto de Estudos do Mar Almirante Paulo Moreira.

Regulamentacéao Brasileira

Em qualquer pais, o instrumento necessario para abordar as causas e
as consequéncias deletérias ao meio ambiente é a legislagdo. Através destas,
sao estabelecidos os padrdes, as a¢des e as medidas de combate, de resposta
e prevengao a poluicdo por oOleo, bem como as penalidades pelo nao
cumprimento.

A legislacédo nacional sobre poluigdo por 6leo no mar por navios data do século
XIX; é o Decreto Federal No 3.334 de 05/07/1899 -Art. 176 que:

"Proibe o langcamento ao mar ou rio, de bordo de navios ou de quaisquer
embarcacdes, lixo, cinza, varreduras do pordo, etc, para 0 que as
capitanias, de acordo com a reparticdo sanitdria ou com a camara
municipal, designardo em ilhas situadas a sotavento dos ventos
reinantes nos portos, local adequado para o vazadouro. Os infractores
pagardo a multa de 50$ a 100$000."
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Em 1967 foi aprovada a Lei Federal 5.357 que vigorou por trinta e trés
anos até ser substituida pela Lei Federal 9.966/00. A Lei 5.357/67 estabelecia
penalidades para embarcacdes e terminais maritimos ou fluviais de qualquer
natureza, estrangeiros ou nacionais, que langassem detritos ou 6leo nas aguas
brasileiras. A multa era de 2% do maior salario minimo vigente no territério
nacional, por tonelada de arqueacao ou fracdo as embarcagdes e multa de 200
vezes 0 maior salario minimo vigente no territdrio nacional, para os terminais
maritimos ou fluviais. Nos casos de reincidéncia, a multa deveria ser aplicada
em dobro. A fiscalizagdo estava a cargo da Diretoria de Portos e Costas do
Ministério da Marinha. A receita proveniente da sua aplicagdo deveria ser
vinculada ao Fundo Naval. Esta lei aplicava-se apenas aos navios e terminais,
nao abrangendo demais fontes de poluicdo e também ndo estabelecia
quaisquer obrigag¢des, normas ou procedimentos, limitando-se as penalidades
a serem impostas aqueles que langassem detritos ou 6leo em aguas

brasileiras.
LEGISLACAO FEDERAL

A seguir serdo apresentadas, resumidamente, uma abordagem geral
sobre a legislagao brasileira relacionada direta e indiretamente com a poluigao

marinha.
Decreto Federal No 79.437 de 28/03/71

Promulga a Convencgao Internacional sobre a Responsabilidade Civil de

Danos Causados por Polui¢éo por Oleo (CLC 69).
Decreto Federal No 83.540 de 04/06/79
Regulamenta a aplicagdo da Convengao Internacional sobre a

Responsabilidade Civil de Danos Causados por Poluicdo por Oleo (CLC 69) e

da outras providéncias:
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- Art. 2°: "o proprietario de um navio que transporte 6leo a granel como carga é
civilmente responsavel pelos danos causados por poluicdo por 6leo no territério
nacional, incluindo o mar territorial";

- Art. 6° "os orgaos estaduais de controle do meio ambiente que tenham
jurisdicdo na area onde ocorrer o incidente executardo, em articulagdo com o
IBAMA, as medidas preventivas e corretivas necessarias a redugdo dos danos
causados por poluicdo por 6leo, bem como supervisionardo as medidas
adotadas pelo proprietario do navio, concernente a essa redugao dos danos".
- Art. 8° §1° - Qualquer incidente devera ser comunicado imediatamente a
Capitania dos Portos da area a qual devera participar o fato aos 6rgaos de

meio ambiente, federais e estaduais, com urgéncia.

Portaria do Ministério dos Transportes N.° 124, de 20/08/80 Prevencédo da

poluicdo de origem terrestre

Exige que as industrias potencialmente poluidoras e as construgdes ou
estruturas que armazenem substancias também potencialmente poluidoras, se
instalem a uma distancia minima de 200 metros dos corpos d'agua. E ainda,
que todo depdsito construido acima do nivel do solo, que receba liquidos
potencialmente poluentes, seja protegido de forma a evitar que eventuais
vazamentos atinjam os corpos d'agua. Para tanto deverdo ser construidos
tanques, amuradas, silos subterraneos ou outros dispositivos de contencao que

se mostrem necessarios.

Lei Federal No 6.938 de 31/08/81 - Politica Nacional de Meio Ambiente

Dispde sobre a Politica Nacional de Meio Ambiente, seus fins e
mecanismos de formulagdo de aplicagdo. Objetiva a preservagao, melhoria e
recuperacdo da qualidade ambiental, propicia a vida, visando assegurar no
pais condicbes ao desenvolvimento socio-econdmico, aos interesses da
seguranga nacional e a protecado da dignidade da vida humana e, para tanto,
constitui o Sistema Nacional do Meio Ambiente (SISNAMA).
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- Art. 14: Estabelece a responsabilidade civil objetiva por danos por
poluicdo, e as penalidades para os agentes poluidores, obrigando-os a
indenizar ou reparar os danos causados ao meio ambiente e a terceiros
afetados, independentemente da existéncia de culpa. Podem também os
Ministérios Publicos da Unido e dos Estados proporem agdes de

responsabilidade civil e criminal por danos causados ao meio ambiente.

Lei Federal No 7.203 de 03/07/84 Assisténcia de Embarcagbes em Perigo
no Mar

Dispde sobre Assisténcia e Salvamento de Embarcacgdes, Coisa ou Bem
em Perigo no Mar. - Art. 3° Estabelece que quando a embarcacgdo, coisa ou
bem, estiver em perigo e representar risco de dano a terceiros ou ao meio
ambiente, o armador ou proprietario, conforme o caso, sera responsavel pelas

providéncias necessarias para anular ou minimizar este risco.

Lei Federal No 7.347 de 24/07/85 Ac¢éo Civil Publica por Danos Causados

ao Meio Ambiente

Institui a Acdo Civil Publica de Responsabilidade por Danos Causados
ao Meio Ambiente, ao Consumidor, a Bens e Direitos de Valor Artistico,
Estético, Histdrico e Paisagistico. Estas ag¢des objetivam responsabilizar e
obrigar o poluidor a reparar o dano gerado. Disciplina as Agbes Civis Publicas
que podem ser propostas pelo Ministério Publico, pela Unido, Estados e
Municipios ou por autarquias, empresas publicas, fundacdes, sociedades de

economia mista ou associacdes de defesa ao meio ambiente.

Lei Federal No 7.542 de 26/09/86 Sobre Bens Afundados

Dispde sobre a Pesquisa, Exploracdo, Remocdo e Demolicdo de Bens
Afundados, Submersos, Encalhados e Perdidos em Aguas sob Jurisdicdo
Nacional. Estabelece que a autoridade naval, a seu exclusivo critério, podera

determinar ao responsavel a remogado ou a demolicdo no todo ou em parte
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quando os bens afundados, submersos, encalhados ou perdidos constituirem
perigo, obstaculo a navegagdo ou ameaga de danos a terceiros ou ao meio

ambiente.

Lei Federal No 7.661 de 16/05/88 Plano Nacional de Gerenciamento

Costeiro

Institui o Plano Nacional de Gerenciamento Costeiro o qual foi aprovado,
posteriormente, pela Resolucdo No1, de 21/11/90, do Ministério da Marinha. De
acordo com este Plano, os estados da federagao deverao criar por vias legais
um Sistema de Gerenciamento Costeiro, normatizar o uso da sua zona costeira

e definir sua area de atuagcao maritima.

Decreto Federal No 99.165 de 12/03/90Convencéo sobre o Direito do Mar

Promulga a Convengcao das Nacdes Unidas sobre o Direito do Mar

celebrada em Montego Bay, Jamaica em 10/11/82.

Resolucdo CONAMA N.° 06, de 17/10/90 — Dispersantes

Dispde sobre a produgao, importacdo, comercializacdo e uso de
dispersantes quimicos empregados nas ag¢des de combate aos derrames de
petroleo e seus derivados, determinando que s6 poderdo ser aplicados apos
prévia avaliacdo e registro junto ao IBAMA a quem atribuiu também o
estabelecimento de procedimentos e exigéncias complementares. O IBAMA
baixou a Portaria Normativa N.° 64, de 19/06/92 que trata do registro provisorio
desses dispersantes. Esta Resolugao foi substituida pela Resolucdo CONAMA
269/00.

Lei No 8.617 de 04/01/93 Mar territorial brasileiro
Dispbe sobre o mar territorial, zona contigua, zona econémica exclusiva
e plataforma continental brasileiros e da outras providéncias. Apresenta

definigbes e algumas orientagdes sobre formas de utilizacdo destas areas.
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Lei Federal 8.630/93 Lei dos Portos

Dispbe sobre o regime juridico da exploragdo dos portos organizados e

das instalagdes portuarias e da outras providéncias.

Decreto Federal No 1290 de 21/10/94 Linhas de Base Reta na Costa

Brasileira

Estabelece os pontos apropriados para o tracado das Linhas de Base
Retas ao longo da costa brasileira, formadas pelos segmentos que unem os
pontos de coordenadas geograficas. Estes dados sdo de importancia para
delimitar o divisor das aguas sob jurisdi¢do nacional, ou seja, agua interiores e

aguas maritimas mencionadas na Lei 9.966/00.

Portaria No 046 de 28/08/96 do Ministério da Marinha Codigo Seguranca

Maritima

Portaria da Diretoria e Portos e Costas (DPC). Aprova as diretrizes para
implementacdo do Cddigo Internacional de Gerenciamento para a Operagéao
Segura de Navios e para a Prevencgao da Poluicao - Cédigo ISM (International
Safety Maritime), visando orientar as companhias de navegacao e operadoras
de navios na preparagao de sistemas de gerenciamento de seguranga, na sua

implantacdo e manutencao.

Lei Federal No 9.478 de 06/08/97 Cria Agéncia Nacional de Petréleo

Cria a Agéncia Nacional de Petréleo (ANP) sendo uma das suas
atribuicbes a de fazer cumprir as boas praticas de conservacao e uso racional
do petrdleo, dos derivados, do gas natural e de preservagdo do meio ambiente.
A portaria ANP 170 de 26/11/1998, art. 13 - estatui que a empresa ou
concessionaria autorizada comunique imediatamente a Agéncia, a ocorréncia
de qualquer evento decorrente de suas atividades que possa acarretar riscos a

saude publica, a seguranga de terceiros e ao meio ambiente, indicando as
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causas de sua origem, bem como as medidas tomadas para sanar ou reduzir o
seu impacto. A empresa ou concessionaria poluidora podera ser autuada pela
Agéncia "por nao ter observado os requisitos de protecdo ambiental e de
seguranca do trafego" e até ser interditada. O ndo cumprimento no disposto
nesta Portaria implicara em aplicagdo das penalidades previstas na Lei N.°

9.847, de 26 de outubro de 1999 e legislagdo complementar.

Lei Federal No 9.537 de 11/12/97 Lei de Seguranca do Trafego Aquaviério
(LESTA)

Dispbe sobre a seguranga do trafego aquaviario em aguas jurisdicionais
brasileiras e da outras providéncias. Abrange embarcagdes brasileiras, exceto
as de guerra, os tripulantes, os profissionais ndo-tripulantes, e os passageiros
nelas embarcados, ainda que fora das aguas sob jurisdicdo nacional, como
também as embarcagbes estrangeiras e aeronaves na superficie das aguas
sob jurisdicdo nacional. Aborda a atuagao da praticagem, a obrigatoriedade de
comunicacao de acidentes e a apurag¢ao dos fatos tanto para navios como para
plataformas. Seguem alguns artigos de destaque:

Art. 5° A embarcagao estrangeira, submetida a inspecao naval, que
apresente irregularidade na documentacdo ou condigbes operacionais
precarias, representando ameaca de danos ao meio ambiente, a tripulagao, a
terceiros ou a seguranga do trafego aquaviario, pode ser ordenada a: | - ndo
entrar no porto; Il - ndo sair do porto; Ill - sair das aguas jurisdicionais; IV -
arribar em porto nacional.

Art. 6° A autoridade maritima podera delegar aos municipios a
fiscalizagdo do trafego de embarcagcdes que ponham em risco a integridade
fisica de qualquer pessoa nas areas adjacentes as praias, quer sejam
maritimas, fluviais ou lacustres.

Art. 8° Compete ao Comandante: | cumprir e fazer cumprir a bordo, a
legislagcdo, as normas e os regulamentos, bem como os atos e as resolugdes
internacionais ratificados pelo Brasil e; Il - cumprir e fazer cumprir a bordo, os

procedimentos estabelecidos para a salvaguarda da vida humana, para a
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preservagdao do meio ambiente e para a seguranga da navegagao, da propria
embarcacgao e da carga;

Art. 33: Os acidentes e fatos da navegacgao, definidos em lei especifica,
ai incluidos os ocorridos nas plataformas, serao apurados por meio de inquérito
administrativo instaurado pela autoridade maritima, para posterior julgamento
no Tribunal Maritimo.

Paragrafo unico. Nos casos de que trata este artigo, é vedada a
aplicagcao das sancgdes previstas nesta Lei antes da decisao final do Tribunal
Maritimo, sempre que uma infragdo for constatada no curso de inquérito
administrativo para apurar fato ou acidente da navegacédo, com exceg¢ao da

hipétese de poluigdo das aguas.

Decreto Lei 2.596 de 18/05/98

Regulamenta a LESTA

Lei Federal No 9.605 de 12/02/1998 Lei de Crimes Ambientais

Dispbe sobre as sancbes penais e administrativas derivadas de
condutas e atividades lesivas ao meio ambiente e da outras providéncias. Esta
lei trouxe uma série de inovagdes entre elas a responsabilizacido de pessoas
juridicas e fisicas, autoras e co-autoras da infragdo e o fato de que a punigéo
podera ser extinta com a apresentacido de laudo que comprove a recuperagao
do dano ambiental. No entanto, para constatagdo do dano a fauna pelos
vazamentos de Oleo, por exemplo, € necessario comprovar que houve
mortandade, fato este que nem sempre é facil de ser evidenciado
principalmente quando se trata da microfauna marinha. Como o texto dessa lei
€ muito extenso, foram extraidos apenas os itens pertinentes a questao da
poluigao por dleo:

e Cap. I. Disposigdes Gerais: Paragrafo unico- A responsabilidade das
pessoas juridicas nado exclui a das pessoas fisicas, autoras, co-autoras

ou participes do mesmo fato;
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e Cap. Il. da Aplicagcdo da Pena- Art. 6°: Para imposicdo e gradagédo da
penalidade, a autoridade competente observara a gravidade do fato,
tendo em vista os motivos da infragdo e suas consequéncias para a
saude publica e para o0 meio ambiente;

e Cap. Il. da Aplicacdo da Pena- Art.7° a 13: As penas restritivas de
direitos a que se refere sio:

Prestacado de servicos a comunidade; Interdicido temporaria de direitos;
Suspensao parcial ou total de atividades; Prestacdo Pecuniaria, isto &,
pagamento em dinheiro a vitima ou a entidade publica ou privada com
fim social, na importancia fixada pelo Juiz. O valor pago sera deduzido
do montante de eventual reparacéao civil a que for condenado o infrator;
Recolhimento domiciliar.

Art. 14: Sao circunstancias que atenuam a pena:

lI- arrependimento do infrator, manifestado pela espontanea reparacao
do dano ou limitagéo significativa da degradagao ambiental causada;

IlI- comunicagao prévia pelo agente, do perigo iminente de degradacéao
ambiental;

IV- colaboracdo com os agentes encarregados da vigilancia e do
controle ambiental;

Art. 10: A pericia de constatacdo do dano ambiental, sempre que
possivel, fixara o montante do prejuizo causado para efeitos de
prestacao de fianca e calculo de multa;

Art. 15: Sao circunstancias que agravam a pena:

I- reincidéncia nos crimes de natureza ambiental;

lI- ter o agente cometido infracdo afetando ou expondo a perigo, de
maneira grave, a saude publica e o meio ambiente, concorrendo para
danos a propriedade alheia; atingindo areas de unidades de
conservagao ou areas sujeitas a regime especial de uso; em periodo de
defeso a fauna; em domingos ou feriados ou a noite;

Art. 23: A prestagcdo de servicos a comunidade pela pessoa juridica
consistira em custeio de programas e de projetos ambientais, execug¢ao
de obras de recuperagao de areas degradadas, manutengéo de espagos

publicos e contribuicdes as entidades ambientais ou culturais publicas.
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Cap. V dos Crimes Contra o Meio Ambiente;

Secao lllI- da Poluicdo e de Outros Crimes Ambientais:

Art. 54: Causar poluicao de qualquer natureza em niveis tais que:

resultem ou possam resultar em danos a saude humana ou que
provoquem a mortandade de animais ou a destruicdo significativa da flora
(pena de reclusao de 1 a 4 anos e multa se o crime for culposo e detengao de 6
meses a 1 ano e multa se o crime causar poluigao hidrica),

torne necessaria a interrupgdo do abastecimento publico de agua de

uma comunidade, dificulte ou impec¢a o uso publico das praias,

ocorra por langamento de residuos sélidos, liquidos ou gasosos ou

detritos, Oleos ou substancias oleosas, em desacordo com as exigéncias

estabelecidas em leis ou regulamentos.

Decreto Legislativo No 2.508 de 04/03/98 MARPOL

Este decreto estabelece regras para a prevengédo da poluicdo causada
por Oleo, por substancias liquidas nocivas transportadas a granel, em fardos,
containers, tanques portateis ou vagodes, tanques rodoviarios e ferroviarios e
também por esgotos e lixo provenientes de navios. As normas estabelecidas
dirigem-se aos navios, portos e terminais. Aprova, com reservas, os textos da
Convencao Internacional para Prevencdo da Poluicdo Causada Por
Navios/Protocolo de 1978. As reservas referem-se ao Art. 10 - Solugdo de
Controvérsias e aos Anexos lll, IV e V os quais, por serem opcionais nos
termos desta Convencéo, terdo carater ndo mandatario para o pais. Para que
seja possivel a sua aplicagdo legal esta Convengéo precisa ser promulgada

pelo Governo Federal.
Decreto Legislativo No 43 de 01/06/98 OPRC
Ratifica a Convencao Internacional sobre Preparo, Responsabilidade e

Cooperacdo em Casos de Poluicdo por Oleo (OPRC 90) estabelecida pela IMO

em 30/11/90. Destacam-se os artigos:
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Art. 6° Cada parte deve estabelecer um sistema nacional para
responder pronta e efetivamente aos incidentes de poluicdo por 6leo. Este
sistema incluira, como um minimo:

a) a designacao de:

|. A(s) autoridade(s) nacional (is) competente(s) responsavel (eis) pelo
preparo e resposta em caso de poluicdo por 6leo;

[I. O ponto ou pontos de contato operacionais, de ambito nacional,
responsavel pelo recebimento e pela transmisséo de relatorios sobre poluigéo
por petréleo, como referido no artigo 4°;

lll. Uma autoridade credenciada para agir em nome do Estado para
solicitar assisténcia ou tomar a decisao de prestar a assisténcia solicitada;

IV. Um plano nacional de contingéncia, para preparo e resposta que
inclua a relagdo organizacional entre os diversos 6rgédos envolvidos, tanto
publicos quanto privados e, que leve em consideragao as diretrizes elaboradas

pela Organizagao Maritima Internacional.

Lei Estadual No 10.019 de 03/07/98 Plano Estadual de Gerenciamento

Costeiro

Institui o Plano Estadual de Gerenciamento Costeiro, com base no
Programa Estadual de mesmo nome, criado em 1988 pela Secretaria de
Estado do Meio Ambiente de S&o Paulo (SMA), para implantar processos
participativos de administracdo e racionalizagdo do uso dos recursos naturais

terrestres e marinhos, renovaveis ou nao.

Portaria Interministerial 367 de 18/12/98 IMO

Institui uma comissao especial brasileira para coordenar os assuntos

relativos a Organizagdo Maritima Internacional ou International Maritime
Organization (IMO)
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Decreto Lei 3.179/99 Sancdes as atividades lesivas ao meio ambiente

Dispde sobre especificacbes das sancdes aplicaveis as condutas e

atividades lesivas ao meio ambiente e da outras providéncias.

Lei Federal No 9.966 de 28/04/2000 "Lei do 6leo e de substancias nocivas"

Estabelece os principios basicos a serem obedecidos na movimentacao
de Oleo e outras substancias nocivas ou perigosas em portos organizados,
instalagdes portuarias, plataformas e navios em aguas sob jurisdigdo nacional.
Aplica-se as embarcagbes e plataformas nacionais ou estrangeiras, portos,
instalacdes portuarias e dutos. E composto de sete capitulos, sendo que o
primeiro aborda definigbes e classificagdes. Os demais sdo sucintamente
apresentados a seguir:

Capitulo Il: dos Sistemas de Prevencao, Controle e Combate da
Poluicdo - diz que os estabelecimentos mencionados acima devem dispor
obrigatoriamente de instalagdes ou meios adequados para o recebimento e
tratamento dos diversos tipos de residuos e para o combate da poluigéo.

Art. 6° deverdo elaborar manual de procedimento interno para o
gerenciamento de risco de poluicdo bem como para gestdo dos diversos
residuos gerados ou provenientes das atividades de movimentagdo e
armazenamento de 6leo e substancias nocivas ou perigosas a ser aprovado
pelo 6érgao ambiental competente;

Art. 7° e 8° mencionam que aqueles estabelecimentos deverao dispor
de planos de emergéncia individuais para o combate a poluicdo por 6leo e
substancias nocivas ou perigosas, 0s quais serao submetidos a aprovagao do
orgao ambiental competente e que depois serdo consolidados pelo mesmo
o6rgao ambiental competente, na forma de planos de contingéncia locais ou
regionais em articulagdo com os 6rgaos de defesa civil.

Paragrafo unico: o 6rgdo federal de meio ambiente, em consonancia
com o disposto na OPRC 90, consolidara os planos de contingéncia locais e
regionais na forma do Plano Nacional de Contingéncia, em articulagdo com os

orgaos de defesa civil.
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Art. 9% fala da realizagdo de auditorias ambientais bienais,
independentes, com o objetivo de avaliar os sistemas de gestdo e controle
ambiental em suas unidades.

Cap. lll: Do Transporte de Oleo e Substancias Nocivas ou Perigosas

Art. 10 e 11: falam da obrigatoriedade dos navios e plataformas portarem
a bordo o Livro de Registro, no qual deverao ser feitas anotagdes relativas a
todas as movimentagcdes de Oleo, lastro e misturas oleosas, inclusive as
entregas efetuadas as instalacées de recebimento e tratamento de residuos.
Este livro podera ser requisitado pela autoridade maritima, pelo 6rgéo
ambiental competente e pelo 6rgdo regulador da industria de petréleo.

Cap. IV: Da Descarga de Oleo, Substancias Nocivas ou Perigosas e Lixo

Art. 15, 16 e 17: Proibem a descarga de substancias nocivas ou
perigosas em aguas sob jurisdigdo nacional, incluindo agua de lastro, residuos
de lavagem de tanques ou outras misturas que contenham tais substancias
exceto se atendidas algumas condigbes como o0s casos permitidos pela
MARPOL 73/78, e se o navio se encontrar fora dos limites de areas
ecologicamente sensiveis;

Art. 21: no caso dessa descarga ter sido autorizada, o responsavel
continua sendo obrigado a reparar os danos causados ao meio ambiente e a
indenizar as atividades econdémicas e ao patrimdénio publico e privado pelos
prejuizos gerados;

Art. 23: a entidade exploradora de porto organizado ou de instalagao
portuaria, o proprietario ou operador da plataforma ou de navio e o
concessionario ou empresa autorizada a exercer atividade pertinente a
industria de petréleo, responsaveis pela descarga de material poluente em
aguas nacionais "sdo obrigados a ressarcir os 6rgdos competentes pelas
despesas por ele efetuadas para o controle ou minimizacdo da poluicdo
causada, independente de prévia autorizagao e de pagamento de multa.

Cap. V: Das Infragdes e das Sancdes

As infragbes serdo punidas como multa, multa diaria, multa e retencao
do navio até que a situagao seja regularizada, multa e suspensao imediata das

atividades da empresa transportadora em situagao irregular.
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- § 1° Respondem pelas infragbes: proprietario do navio, armador ou
operador de navio, concessionario ou empresa autorizada a exercer atividades
pertinentes a industria do petrdleo, o comandante ou tripulante do navio e
pessoa fisica ou juridica que represente o porto organizado, a instalacédo
portuaria, a plataforma e suas instalagées de apoio, estaleiros, marinas clubes
nauticos ou instalacdes similares;

§ 2°: O valor da multa sera no minimo de R$ 7.000,00 (sete mil reais) e o
maximo de R$ 50.000.000,00 (cinqlienta milhdes de reais);

§ 3°: "a aplicagdo das penas previstas neste artigo nao isenta o agente
de outras sancdes administrativas e penais previstas na Lei 9.605/98 e em
outras normas especificas que tratem da matéria, nem da responsabilidade civil
pelas perdas e danos causados ao meio ambiente e ao patrimdnio publico e
privado.

Cap. VI: Disposicdes Finais e Complementares

Art. 27: menciona quem sao os responsaveis pelo cumprimento desta lei
€ quais as suas atribuigoes;

Art. 28: o 6rgao federal de meio ambiente, ouvida a autoridade maritima,
definira a localizagdo e os limites das areas ecologicamente sensiveis, que
deveréao constar das cartas nauticas nacionais;

Art. 32: os valores arrecadados com a aplicagdo das multas previstas
nesta Lei serdo destinados aos 6rgédos que as aplicarem no ambito de suas

competéncias.

Decreto Federal No 4.136 de 20/02/2002 Sang¢des as infracdes previstas na
Lei 9.966/00

Dispde sobre a especificacdo das sancgdes aplicaveis as infracbes as
regras de prevengcao, controle e fiscalizagdo da poluicdo causada por
langamento do dleo e outras substéncias nocivas e perigosas em aguas sob
jurisdicdo nacional prevista na Lei 9.966/00. Considera infragdo como a
inobservancia a qualquer determinacado constante desta lei federal. As sancdes
variam de adverténcia e multa simples a suspenséao parcial, total das atividades

e restritiva de direitos. llustra quem s&o as pessoas fisicas ou juridicas que
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respondem pela infracdo, quem sao as autoridades competentes para lavrar os

autos de infragcdo e da outras providéncias a esse respeito.

Resolugcdo CONAMA No 237 de 19/12/1997 Licenciamento Ambiental

Apresenta orientagbes aos oOrgaos ambientais pertencentes ao
SISNAMA - Sistema Nacional de Meio Ambiente sobre os procedimentos
relativos ao licenciamento de empreendimentos e atividades lesivas ao meio
ambiente, considerando a Resolugdgo CONAMA 011/94 e a Lei Federal
6.938/81. Estdo inseridas neste contexto, entre outras, atividades de
perfuragdo de pocgos e producao de petréleo e gas natural, fabricagéo e reparo
de embarcagdes e estruturas flutuantes, producao de substancias e fabricacao
de produtos quimicos, fabricagdo de produtos derivados do processamento de
petréleo, transporte de cargas perigosas, transporte por dutos, marinas e
portos, terminais de petroleo e derivados e de produtos quimicos, depdsitos de

produtos perigosos.

Resolucdo CONAMA No 269 de 14/09/00 Dispersantes Quimicos

Apresenta orientagdes sobre procedimentos e critérios para utilizagao de
produtos quimicos dispersantes no combate aos derramamentos de 6leo no
mar. Tanto esta resolucdo como seu respectivo anexo devem ser consultados
e obedecidos pois, o ndo cumprimento do disposto neste documento sujeitara
os infratores as penalidades previstas na legislagao vigente. Os dispersantes
precisam ser homologados pelo IBAMA, de acordo com sua eficiéncia e baixa
toxicidade, e sua aplicacido esta condicionada a uma série de quesitos

ambientais.

Resolugdo CONAMA No 293 de 12/12/2001 Plano de Emergéncia

Individual

Com base na Lei Federal 9.966/00, apresenta orientagcdes sobre o

conteudo minimo que um Plano de Emergéncia Individual para incidentes de
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poluicdo por oleo originados em portos organizados, instalagbes portuarias ou
terminais, dutos, plataformas bem como suas respectivas instalacées de apoio
devem ter. Estes Planos devem ser apresentados ao 6rgao ambiental

competente.

Decreto Federal 4.871 de 06/11/2003 Planos de Areas para combate a

poluicdo por 6leo

Dispde sobre a instituicdo dos Planos de Areas (PA) para o combate &
poluicdo por éleo em aguas sob jurisdicdo nacional. Seu propdsito € integrar e
consolidar os Planos de Emergéncia Individual (PEIls) (Resolugdo CONAMA
293/01) das instalagdes que manuseiam 6leo, situadas em uma mesma area,
onde haja concentracdo de portos organizados, instalagbes portuarias ou
plataformas e suas respectivas instalacbes de apoio. Visam aperfeicoar,
facilitar e ampliar a capacidade de resposta aos incidentes de poluicido por
O0leo, como também orientar as agdes necessarias, quando a fonte for
desconhecida (manchas 6rfas). Sob coordenagcdo do 6rgédo ambiental
competente, os responsaveis pelas instalagdes elaborardo os PAs, a partir dos
PEls, em articulacdo com instituicbes publicas e privadas. Os PAs,
mencionados nos Artigos 7 e 8 da Lei Federal 9.966/2000, constituem mais um

avanco no controle da poluicdo ambiental.
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