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Resumo

Com a consolidacéo e crescimento da consciéncia
ecoldgica em nivel mundial, a pressao pela gestdo
racional e ambientalmente adequada dos recursos e
do espaco natural estendeu-se ao setor privado, que
passou a desenvolver, de forma complementar aos
instrumentos de gestdo publica, instrumentos de
adocdo voluntaria como a auditoria ambiental e o
sistema de gestdo ambiental. Nesse trabalho foi
estudado de forma exploratéria o potencial da
utiizacdo dos microrganismosPseudomonas
aeruginosa e B. subtilisna degradacdo de
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA's -
Benzo(a)Pireno).

Palavras-chaves Termelétrica; solo;
Benzo(a)Pireno; biorremediacéo.

Abstract

With further building of the ecological awareness
within a worldwide perspective, the pressure for
rational and adequate environmental management
of resources and natural spaces extended to the
private sector, which has developed voluntary
adoption management tools such as environmental
auditory and environmental management system.
This paper studied in a exploratory perspective the
potentiality of wuse of the micro-organisms
Pseudomonasaeruginosa and B. Subtiliselation

to the degradation of aromatic polycyclic
hidrocarbonets (HPA's - Benzo(a)Pyrene).
Keywords: Thermoeletric; soil; Benzo(a)Pyrene;
bioremedy.
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Introducao

As preocupagfes com a preservacao
e a recuperacdo do meio ambiente,
ganharam forcas nos anos 1960 e 1970 e
vém crescendo desde entao,
principalmente em paises industrializados,
devido a conscientizacdo desenvolvida
nessas sociedades sobre a importancia da
qualidade ambiental para a preservacao da
vida. A partir de entdo, as leis de combate
a poluicdo comecaram a ser sistematizadas
em alguns paises. As primeiras eram de
voltavam-se

carater corretivo e

essencialmente, para o controle da
poluicdo decorrente das atividades de
producao industrial. O reconhecimento de
que a qualidade do solo também pode
significar um problema para a saude
publica, além de poder apresentar riscos
aos ecossistemas, s0 se consolidou muito
depois, quando comparado a poluicdo das
aguas e do ar (DEOTTI, 2005).

Com a consolidacdo e crescimento
da

mundial, a pressdo pela gestdo racional e

consciéncia ecolégica em nivel

ambientalmente adequada dos recursos e
do espaco natural estendeu-se ao setor
privado, que passou a desenvolver, de
forma complementar aos instrumentos de
gestdo publica, instrumentos de adocgéo

voluntaria como a auditoria ambiental e o

sistema de gestdo ambiental. O termo
poluicdo do solo é normalmente associado
a presenca de substancias que, de alguma
alteram

forma, negativamente a sua

qualidade. Podendo assim afetar a
gualidade das aguas subterraneas, a fauna e
a flora da regido ou, ainda, representar
risco a populacdo que tem contato, direto
ou indireto, com o mesmo (DEOTTI,
2005).

A recuperacado de areas degradadas
vem se configurando como um desafio,
uma vez que

experimentos com

remediagdo tém mostrado que a
recuperacao total destas areas, na maioria
dos casos, ndo € possivel de ser alcancada
por limitagbes técnicas, por demandar
muito tempo e necessitar, muitas vezes, de
recursos financeiros ndo disponiveis para
tal reabilitacdo. A denominacédo “técnicas
de remediacdo” engloba todas as técnicas
que preveem a recuperacdo de uma éarea
contaminada pelo blogueio parcial ou total
do caminho do contaminante ou pela sua
remocao, diminuicdo ou eliminagdo do
potencial téxico do contaminante
(DEOTTI, 2005).

Existem algumas tecnologias que
permitem a recuperacao ou remediacdo de
solos contaminados ou degradados. Tais

tecnologias se baseiam nas propriedades
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quimicas de substancias ou processos
fisicos que serdo utilizados para retencéo,
de

determinado contaminante presente no

mobilizacdo ou destruicéo um

solo. Estas tecnologias podem ser
aplicadasin situ, isto é, no local da
contaminagdo, ou onoff-site isto €,

primeiramente removendo o0 material

contaminado para outro local.
(AMBIENTEBRASIL, 2010).

Desde o inicio do século XX sé&o
conhecidas espécies de bactérias e fungos
capazes de utilizar hidrocarbonetos como
fonte de carbono aerobicamente. Somente
no fim da década de 1980,

identificados organismos que realizam este

foram

processo em condi¢des anaerodbias.

A capacidade metabdlica que certos
organismos possuem de transformar ou
mineralizar contaminantes em formas
menos tbxicas, as quais passam a ser
integradas aos ciclos bioquimicos, é
chamada de biodegradacdo. (MIRANDA,
2008).

Como

técnica derivada, a

biorremediagdo é uma tecnologia de
grande efetividade, de baixo custo e,
algumas vezes, logisticamente favoravel,
gue visa acelerar o processo natural de
biodegradacdao de contaminantes pela

otimizacdo dos fatores que limitam este

de

microorganismos Vvivos e de enzimas.

fenbmeno, fazendo uso

Porém, a biorremediacdo apresenta
algumas limitacdes como o tempo e, além
disso, ndo € uma solucdo imediata. (LIMA,
1994).

O uso da técnica de biorremediacdo
ja estd regulamentada, conforme a
resolucdo 314/2002 do CONAMA, que
visa disciplinar o registro de produtos com
a finalidade de biorremediar solos afetados
por vazamentos de petréleo e seus
derivados. Esta resolucéo estabelece que os
remediadores devem ser registrados no
IBAMA, para que possam ser produzidos,
importados, comercializados e utilizados,
ficando dispensados de registro aqueles
gue se destinam a pesquisa e experimento
necessitando da aprovacdo do 6&rgao
(CONSELHO NACIONAL DO MEIO
AMBIENTE, 2010).

Esse trabalho teve como objetivo,
avaliar de forma exploratdria o potencial
da

Pseudomonas aeruginosa e B. subtiless

utilizacdo dos  microrganismos
degradacéo de hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPA’s - benzo(a)pireno) em
solos contaminados nas vizinhancas de
usinas termelétricas. O benzo(a)pireno foi
selecionado estar listado

por como

contaminante classe | na NBR 10004, por
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possuir mais de 3 anéis benzénicos, possuir
pressdo de vapor baixa 0,00002 Pa (HPAs
com mais de 4 anéis ndo permanecem
muito tempo no ar como molécula gasosa,
devido sua baixa pressao de vapor
condensam e tornam-se absorvidos nas
superficies e particulas de fuligens e
cinzas) apresentar uma meia vida longa no
sedimento (aproximadamente 6 anos),
possuir log Kow 6,04log Kow entre 5,8 e
8,0 indica a maior probabilidade do
encontrado  em
sedimento) (NBR 10004/2004) e por haver
padrdo e metodologia disponivel.

contaminante ser

Matériais e Métodos

Amostragem do Solo

As amostras de solos estudados no
presente trabalho foram provenientes de
uma area da cidade de Charqueadas (RS)
onde ha uma termelétrica desativada. A
principal operacao realizada por este setor
€ a queima de carvao.

As amostras foram coletadas e
divididas em trés recipientes que
caracterizam trés localidades da usina
termelétrica. Os locais foram denominados
em relacdo a sua estrutura fisica e
apresentaram as seguintes caracteristicas

em rela(;éo a Sua estrutura:

a) Ponto 1: 50 m da entrada da Estacéo

de Transbordo de carvdo da
empresa Copelmi Mineradora Ltda.
E entrada da Usina Termelétrica de
Charqueadas (Tractebel Suez) -
Rua Gedlogo White, sInA regido

€ proxima a entrada da
administracdo da usina termelétrica
e apresenta um duto grande de ar,
gue constantemente lanca jatos de
gas para fora do seu recipiente de
envasamento, que dependendo do
gas, podera poluir o meio ambiente
de uma forma agressiva ou nao. O
solo possuia muitas raizes e alto
indice de plantas, havia uma caixa
de esgoto juntamente localizada ao
solo. O asfalto apresentava grande
concentracdo de residuos de
carvao, em funcdo da passagem de

caminhdes de transporte do mesmo;

b) Ponto 2: Estrada lateral, amostra de

solo foi coletada cerca de 200m do
ponto 1. O local 2 apresenta-se
proximo das operagdes da usina,
com grande area de arbustos e
plantas juntamente localizadas com
0 solo coletado. Possuia uma torre
de energia ao lado do solo,
apresentava também dutos de ar
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ndo muito proximo a regido de

coletagem;
c) Ponto 3: Estrada beira rio Jacui

(antigo atracadouro), no local
ocorre um resquicio de mata ciliar,
muito alterada, coleta de solo ao
lado da estrada, cerca de 700m do
ponto 1. Nesta regido existe o Rio
Jacui, aonde chega o carvao, a ser
utilizado nas operacdes da usina
termelétrica, também é o local de
armazenamento do carvao, que fica
exposto sem nenhuma protecédo. O
local apresenta um aterro sanitario
sem nenhum cuidado, ha varios
tipos de dejetos presente, como:
matéria organica em decomposic¢ao,
moveis de casa, roupas, vidros e em
geral muitos objetos que demorarao
anos a serem degradados pelo
ambiente. O porto da regido
apresenta-se em um estado ruim de
da

em

preservacdo, 0S materiais

construgdo  apresentam-se
estado de oxidagao.
Planejamento fatorial
Foi utilizado

fatorial Z em quadriplicata, contabilizando

um planejamento

16 amostras, que permite a combinagéo de

todas as variaveis em todos 0s niveis,

obtendo-se assim uma andlise completa
das variaveis.
As variaveis e niveis utilizados
foram os seguintes:
a) Temperatura de incubacéo (&5
e 32°C);
b) Tipo de microrganismds( subtilis

e Pseudomonas aerugingsa

Incubacao das bactérias

Preparacao dos frascos

Vinte frascos de compota foram

lavados com agua, sabdo e A&gua
deionizada, para que ndo ocorresse
nenhuma interferéncia com o0 meio

externo. Apoés a lavagem, os frascos foram
para aquecimento sob uma temperatura de
105°C por um intervalo de 4 horas.
Transcorrido o periodo de aquecimento na
retirados e

estufa, os frascos foram

colocados num local em ambiente
adequado, para evitar contaminagdo com

microorganismos presentes no ar.

Preparacdo das amostras

Amostras de aproximadamente 30 g
de solo contendo como contaminantes

HPA'’s foram acrescentadas nos frascos.

Incubacéo

Duas espécies de bactérias foram
utilizadas:B. subtilise P. aeruginosa
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Monitoramento das amostras

As amostras foram monitoradas

constantemente em duas temperaturas para
ser observado o rendimento de trabalho das
espécies de bactérias. A tabela a seguir
apresenta a relacdo das bactérias, condicao

e frasco.

Contagem das bactérias

As contagens das bactérias foram
realizadas no laboratério da microbiologia
do UNILASALLE. P. aeruginosaos B.

subtilis sdo bactérias que estdo
normalmente presentes no solo e tem
caracteristica de putrefacdo de matéria
organica em decomposicdo. Sao bactérias
patogénicas na maioria das vezes.

Foram utilizadas as iniciais, onde BT
(B. subtilisa temperatura de 32°C), PH. (
aeruginosaa temperatura de 32°C), BB.(
subtilis a temperatura ambiente) e PR. (
aeruginosaa temperatura ambiente), foi
pesado aproximadamente 0,1g de solo em

eppendorf conforme tabela 1.

Tabela 1: Massa de solo para contagem das bactérias

Masde solo (g)

1BT

2PT

3BA

4PA

0310

ApOs essa etapa, iniciou-se a diluicédo
de cada uma destas aliquotas, adicionou-se
100 pL na original. Repetiu-se 3 vezes em

cada, trocando a aliquota do pipetador

automatico a cada troca de amostra.
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Em cada diluicdo, levou-se cada
aliquota para o misturador, para melhor
solubilizacéo.

Apoés este processo, a solucdo das
aliquotas foi transferida para uma placa de
Petry com PCA (Plate Count Agar), para
contagem das bactérias. Foi utilizada uma
alca de platina flambada para espalhar a
solugéo na placa.

As placas foram colocadas em estufa
a 37°C por 48 h em aerobiose, apos foram
contadas as colonias utilizando-se do
de Colbnias

equipamento  Contador

Mecanico CP602.

Preparacdo da amostra para analise de
benzo(a)pireno B(a)P por cromatografia

bY

gasosa acoplada a espectrometria de
massas

Para homogeneizacdo do solo foi
utilizada uma peneira de 2 mm. Foi pesada
uma massa de 1,0000 + 0,0050 g de solo
para cada experimento, adicionou-se 500
mL da solugdo de padrédo interno de
benzo(a)pireno dodecadeuterado

(aproximadamente 200 ng/mL). Essa

amostra foi submetida a extracdo com 5
mL de diclorometano (DCM) em ultra-som

por 3 vezes de 20 minutos, com intervalos
de 5 min para descansar. Em seguida o
extrato foi filtrado e lavado para retirar

restante de amostra retida. O extrato foi
levado a secura em rota-evaporador sob
vacuo, a temperatura de aproximadamente
50°C. Em seguida reconstituido em 1 mL
de DCM sob agitacdo em mixer. Apoés

transferiu-se uma aliquota para um vial de
cromatografia o qual foi analisado por

cromatografia em fase gasosa acoplada a
(GCIMS),

utilizando o modo de impacto de elétrons

espectrometria de massas

(El) e a técnica de monitoramento seletivo
de ions (SIM).

Condicdes GC-MS

Para ambos o0s métodos foram
de

estao

utilizados as mesmas condicdes

equipamento. Estas condi¢oes

descritas na tabela a seguir.
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Tabela 2: Condigcdes GC-MS para quantificacdo dedfajpireno

INJETOR

Temperatura 330 oC
Modo de Injecdo “Splitless” pulsado
Tempo de valvula fechada 1 min

Pressdo na coluna Inicial de 25 psi e corsst@dmt7 psi apés 1 min de corrida

Volume de injecao mp
Coluna

Descricao DB-5,30m

Temperatura 60°C(0,5’) - 100°C/min - 230°C - 5°@/r285°C - 10°C/min -325°C
Detector

Temperatura da linha

de transferéncia 320 oC
Temperatura da fonte de ions 250 oC
Temperatura do quadrupolo 150 oC
Modo de lonizagao El
Técnica de monitoramento SIM
ions selecionados 252 e 250 para o BaP

264 e 265 para o BaP D12

Resultados e discussao aplicado o Test Q, calculado a meédia,
desvio padrdo e a incerteza tipo A
Para os resultados obtidos apés expandida com 95% de confianca. Os

analise de benzo(a)pireno por GC-MS foi resultados estdo apresentados na tabela 3.
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Tabela 3: Resultados das concentracdes médiasdlé &nh ng g nos trés locais de
amostragem com seus desvios padréo e incertepad ggpandidas.

Local 1 Local 2 Local
Média 73,67 50,05 9,62
Desvio Padrao 7,76 3,12 3,23
Incerteza Tipo A
Expandida 1,55 0,98 1,00
Para a incubagéao dos Foram realizadas trés contagens dos

microrganismos foi utilizado o solo do  microrganismos no solo do local 2 durante
local 2 que apresentou concentracdo o0 processo. Os resultados das contagens

intermediéria de Benzo(a)pireno. encontram-se nas tabelas 4,5 e 6.

Tabela 4: Resultados da primeira contagem de UF@@an&P. aeruginosa &. subtilisem
condicbes de temperatura ambiente e a 32°C

Microrganismo Temperatura Ambiente Temperatura 32°C

P. aeruginosa 3,8 x 106 UFC/g 4,8 x 106 UFC/g B. subtilis 3,606 JFC/g
5,6 x 106 UFC/g

Tabela 5: Resultados da segunda contagem de UF@dnaP. aeruginosa &. subtilisem
condigOes de temperatura ambiente e a 32°C

Microrganismo Temperatura Ambiente Temperatura 32°C

P. aeruginosa 2,1 x 106 UFC/g 3,0 x 106 UFC/g B. subtilis 1,706 UFC/g
9,8 x 106 UFC/g

Tabela 6: Resultados da terceira contagem de UF@ATdP. aeruginosa &. subtilisem
condicOes de temperatura ambiente e a 32°C

Microrganismo Temperatura Ambiente Temperatura 32°C

P. aeruginosa 1,3 x 106 UFC/g 2,3 x 106 UFC/g B. subtilis 7,806 UFC/g
9,2 x 106 UFC/g

Fonte: autoria prépria, 2010
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Através destes resultados foi possivel
plotar uma curva de crescimento dos
microrganismos. A

figura 1 segquir

apresenta a curva de crescimento dos

microrganismos utilizados.

Crescimento dos microorganismos ao longo do experimento

5,00E+06 7

4, 00E+06 1

2, 00E+0E 7

2,00E+0E A

1.00E+0E A

b BE0 - . ™,

P Bacilluzs tem peratura
ambiente

=== Bacillus temperatura 32°C

Fzeudomonas temperatura
ambients

Pzeudomonas temperatura
3E°C

0 1 z
tempo {quinzena)

Figura 1: Curva de crescimento microbiano, na teaipe de 32°C e em temperatura

ambiente par®. aeruginosa osB. subtilis.

Quando uma cultura microbiana se
desenvolve em um sistema fechado, pode-
se confeccionar uma curva de crescimento
mais estavel, porém o que se Vverificou
foi

neste experimento, uma diferenca

gradual nas fases exponenciais de

crescimento e de declinio bacteriano
Durante o experimento trés situagdes
achado:

poderiam justificar tal (@) os

microrganismos morrerem (devido a
presenca e a toxicidade de HPA's); (b) os
microrganismos ndo crescerem (néo
encontrarem fonte de carbono passivo de
sintese); e ou (c) 0S microrganismos
crescerem (encontrarem um fonte de

carbono para seu metabolismo).
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Conclusao

Através da curva de crescimento
bacteriano pode-se notar uma variacdo
significativa no comportamento das
bactérias testadas neste experimento em
meios contendo B(a)P.

Sob temperatura de 32°C pode-se
verificar que houve uma atividade
bacteriana mais intensa, para ambos o0s
microrganismos, mostrando que mesmo na
presenca dos compostos contendo B(a)P, a

temperatura foi um fator relevante para o

crescimento e desenvolvimento
microbiano.
Nas condicbes de temperatura

ambiente a taxa de crescimento foi inferior
as condicbes de temperatura de 32°C,
porém a fase estacionaria e a fase de
declinio bacteriano se estenderam por mais
tempo, mantendo-se com células vaiaveis
em condicbes detectaveis até apos a
segunda quinzena do experimento.
Portanto, conclui-se que em vista das
de

verificadas

taxas crescimento, as variagdes

neste experimento estao
relacionadas as condicbes dos fatores
fisicos de incubacdo dos microrganismos e
da

contaminantes quimicos B(a)P, os quais

ndo em fungao presenca dos

poderiam ser considerados inicialmente

como substancia interferente no
metabolismo dos microrganismos testados

neste trabalho.
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