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Resumo

Com o progresso industrial e o surgimento de inumeros bens de consumo, as atividades da
industria passaram a ser indispensaveis dentro da sociedade contemporanea, trazendo como
conseqiiéncia o fenomeno de impacto ambiental através da poluicdo do meio ambiente. O cromo é
um metal utilizado em atividades industriais sob a forma de cromo hexavalente (Cr+6), gerando
residuos téxicos e mutagénicos nocivos, que além de agredirem o meio ambiente, oferecem risco a
saude humana. Este trabalho aborda a biorremediagdo do cromo hexavalente utilizando bactérias
do género Escherichia em duas amostras de diferentes niveis de concentragdao de cromo,
acondicionadas em temperatura ambiente e temperatura controlada em incubadora, observadas
em intervalos de tempo de 24, 48 e 72 horas. Foi verificada a acao bacteriana, onde as reducoes
percentuais variaram de 18 a 70%, demonstrando a capacidade de reacdo da bactéria com o
cromo em meio aquoso, com a agao de reducgao do estado de oxidacao deste metal. As amostras
com o menor nivel de concentragdo de Cr+6 e maior concentragdo de bactérias, foram as que
apresentaram percentual maior de redugdo no periodo de observagao proposto. Os experimentos
demonstraram éxito na reducdo do cromo hexavalente em todas as amostras analisadas, nas
diferentes concentragdes, num espaco de tempo nao superior a 72h.

Palavras-chave: Cromo hexavalente; residuos toxicos; impacto ambiental; biorremediagdo;
Escherichia.

Abstract

With industrial progress and the emergence of countless consumer goods, industry activities
became indispensable within contemporary society, bringing as a consequence the phenomenon of
environmental impact through pollution of the environment. Chromium is a metal used in
industrial activities in the form of hexavalent chromium (Cr + 6), generating harmful toxic and
mutagenic waste, which in addition to attacking the environment, pose a risk to human health This
work deals with the bioremediation of hexavalent chromium using Escherichia bacteria in two
samples of different concentration levels of chromium, conditioned at room temperature and
temperature controlled in incubator, observed at time intervals of 24, 48 and 72 hours. It was
verified the bacterial action, where the percentage reductions varied from 18 to 70%,
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demonstrating the reaction capacity of the bacterium with the chromium in aqueous medium, with
the action of reducing the oxidation state of this metal. The samples with the lowest concentration
of Cr + 6 and higher concentration of bacteria were the ones with the highest reduction
percentage in the proposed observation period. The experiments were successful in reducing
hexavalent chromium in all samples analyzed at different concentrations in a time interval of no
more than 72 hours.

Keywords: Hexavalent chromium; Toxic waste; environmental impact; Bioremediation;
Escherichia.

Introducao

Com o progresso industrial e o surgimento de inimeros bens de consumo, as atividades industriais
passaram a ser indispensaveis dentro da sociedade contemporanea, trazendo como conseqiiéncia
o fenomeno de impacto ambiental através da poluigcao do meio ambiente, seja através do acimulo
de matéria prima e insumos, causando situacao de riscos de contaminacao no transporte e
disposicao inadequada destes, ou ineficiéncia dos processos de reconversao os quais originam
residuos. Mesmo que exista uma preocupacdo universal de evitar a contaminacdo através destes
residuos, ela continua ocorrendo através de décadas com a produgdo de rejeitos gasosos, liquidos
e sélidos nocivos ao meio ambiente (FREIRE et al., 2000).

Além das indtstrias, as universidades e centros de pesquisa também geram residuos, que, embora
em pequenas quantidades, podem causar problemas devido a diversidade com que sdo gerados
(GIOVANNINTI et al.,2008).

O cromo ¢ um metal acinzentado muito resistente a corrosao. O cromo possui diferentes estados
de oxidacdo: A forma trivalente (III) e hexavalente (VI) sdo mais estaveis e aparecem na forma de
o6xidos, sulfatos, cromatos e dicromatos. A forma metélica ndo é encontrada livre na natureza, mas
obtida apds o processamento industrial do minério de cromo. A forma trivalente do metal é um
nutriente essencial para o ser humano, atuando na manutencao do metabolismo da glicose,
lipidios e proteinas, e a deficiéncia do cation acarreta prejuizo na acao da insulina (CETESB,
2016).

O cromo é usado na fabricacao de ligas metalicas e estruturas da construcao civil, pois confere
resisténcia a oxidagao, ao desgaste e ao atrito. Os compostos de cromo possuem diversos usos
industriais, como tratamento de couro (curtume), fabricacao de tintas e pigmentos e preservante
de madeira e galvanoplastia. A toxicidade do cromo depende de seu estado de oxidagao, sendo o
cromo (VI) mais téxico que o cromo (III). O cromo oriundo dos efluentes que sdo lancados nos rios
pode atingir os oceanos e depositar nos sedimentos (CETESB, 2012).

A presencga de certos ions metélicos dos efluentes finais das industrias de mineragédo, metalurgia,
eletrénica, galvanoplastia e acabamento de metais, sdo extremamente indesejaveis e sao
prejudiciais para o organismo, pois podem se acumular em niveis téxicos e causar danos
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ecoldgicos (VIJAYARAGHAVAN e YUN, 2008).

No Brasil, existem na legislacao ambiental, A Resolucdo do Conselho Nacional do Meio Ambiente -
CONAMA n° 357/2005, que dispde sobre a classificacdo dos corpos d’agua e condicdes e padroes
de langamento de efluentes, complementada e alterada pela Resolugao CONAMA 430/2011; A
Resolugao CONAMA n? 452/2012, que versa sobre os procedimentos de controle da importagao de
residuos; A Resolucdo CONAMA 420/2013, que dispde sobre critérios e valores orientadores de
qualidade do solo quanto a presenca de substancias quimicas e estabelece diretrizes para o
gerenciamento ambiental de areas contaminadas por essas substancias em decorréncia de
atividades antrdpicas, esta ultima, alterada pela Resolugao CONAMA n° 460/2013. O limite da
concentragdo maxima permitida para o langamento de qualquer fonte poluidora que contenha o
cromo é de 0,1 mgL-! Cr (VI) e 1,0 mgL-! Cr (III) (CONAMA,2011).

No Estado do Rio Grande do Sul, existe a Resolucao do Conselho Estadual do Meio Ambiente -
CONSEMA, n2128/2006, que dispde sobre a fixacdo de padroes de emissao de efluentes liquidos,
para fontes de emissdo que lancem seus efluentes em aguas superficiais no Estado do Rio Grande
do Sul, e em seu artigo 10 determina valores maximos permitidos para cromo hexavalente 0,1
mgL-* Cr (VI) e Cromo Total 0,5 mgL-*Cr (CONSEMA,2006).

A populagdo geral pode estar exposta ao cromo por alimentacdo ou contato com produtos
fabricados com o metal, a ingestao diaria por alimentos varia de pais para pais, ficando entre 50 e
200 pg/dia (CETESB, 2016).

A exposicdo ocupacional ocorre principalmente em atividades de mineracdo, soldagem,
galvanizacdo e fabricagdo de cimento. Podem causar dermatites de contato, ulceragbes cronicas
na pele e perfuragoes no septo nasal. A ingestdo acidental de altas doses pode causar faléncia
renal aguda caracterizada por perda de proteinas e sangue na urina. (HSDB, 2017).

Biorremediagao é o processo tecnoldgico que se utiliza de bactérias do proprio ambiente, bem
como de culturas geneticamente modificadas para um uso especifico na descontaminagao,
assimilacdo e remocgdo de poluentes téxicos do ambiente terrestre e aquatico, com grande
importancia ambiental, econémica e social (CARNEIRO E GARIGLIO, 2010). Em geral, a
biorremediacdo se apresenta como alternativa de grande interesse, os métodos biotecnolégicos
para biorreducao sao menos onerosos que as tecnologias convencionais (SCHENBERG, 2010).

As estratégias de biorremediacdo incluem a utilizacdo de bactérias autéctones, ou seja, do proprio
local (PEREIRA et al., 2012).

A remocao do cromo hexavalente, foi verificada em ensaios com cepas de Escherichia coli, onde
estas foram desenvolvidas em diferentes substratos de areia e plastico, evidenciando a tolerancia
e adaptacdo desta bactéria para concentragoes de até 200 mgL-1Cr+6, e o desenvolvimento de
mecanismos na biorreducdo do metal pesado (PANIGATTI et al, 2011).

As bactérias anaerdbias facultativas sdo menos abundantes que as anaerdbias obrigatodrias,
porém, sdo mais faceis de serem isoladas e estudadas em laboratério (BURTON et al., 2005).

A Escherichia coli é uma bactéria anaerébia facultativa que é eliminada no ambiente em grandes
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quantidades pelas fezes do homem e animais de sangue quente, se multiplica com relativa
facilidade em aguas poluidas, sendo de facil identificacao laboratorial através de métodos simples
que permitem uma quantificacdo rapida (SILVA et al., 2005).

Considerando a perspectiva do impacto ambiental produzido pelo cromo gerado na atividade
antropogénica, a producdo de residuos eliminados no ambiente em elevadas concentragoes
nocivas para os seres vivos e o fato de existirem poucos estudos especificos sobre este metal nos
processos de biorremediagao, este trabalho busca avaliar o efeito da biorremediagdo através de
bactérias do género Escherichia cultivadas em solugdes aquosas com diferentes concentracoes de
cromo hexavalente, para demonstrar a capacidade desta bactéria em efetuar a reducdo deste
metal.

Metodologia

Ensaios microbiolégicos

Os ensaios microbiol6gicos foram realizados no Laboratério de Microbiologia da Central Analitica
da Unijui - Laboratério de Anélises Ambientais da Unijui, campus Ijui/RS.

Para a avaliagdo do processo de biorreducao foi utilizada uma cepa de Escherichia coli obtida
através do Laboratdrio de Microbiologia Veterinaria da Unijui (LAMIVET), campus Ijui/RS.

Esta cepa foi isolada a partir de uma amostra de leite bovino, e submetida a uma semeadura em
meio Agar Nutriente para desenvolvimento inicial de colonias tipicas, que posteriormente foram
submetidas aos testes de confirmacao bioquimica que identificaram o isolado como de Escherichia
coli.

Prevendo uma eventual necessidade de utilizacao de novas cepas em mais de um experimento
neste trabalho, desta cepa original isolada, foram retirados indculos e cultivados em meio de
cultura Agar Nutriente em estufa de incubacgéo a 35 % 0,52C para producio de novas cepas, que
uma vez desenvolvidas, foram armazenadas e conservadas em geladeira.

Preparo da suspensao bacteriana para utilizagao no experimento

Foram preparadas duas suspensoes bacterianas para cada grupo de amostras, em uma solugao
com agua destilada esterilizada com pH 6,8 e determinada a estimativa populacional das bactérias
através da técnica de tubos multiplos (APHA,1995).

Preparo da solucao padrdo de cromo

Inicialmente, foi preparada uma solucdo padrao de cromo utilizando-se uma massa de 2,000 g de
Dicromato de Potéassio (K2Cr207) previamente seca em estufa a 1052C por 24h, a pesagem foi
efetuada em balanca eletronica marca Shimadzu ATY 224. Esta solugdo foi avolumada a 1L com
agua bideionizada em baldo volumétrico, armazenada e conservada sob refrigeracdo.
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Quantificagao do ion cromo

As determinagdes de cromo hexavalente foram realizadas através do método da difenilcarbazida
conforme o Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater 22th edition (APHA,
2012), por espectroscopia de absor¢cao molecular, medidas em comprimento de onda (1) de 540
nm, com aparelho modelo Shimadzu UV-1800 onde as curvas analiticas e concentragoes das
amostras foram lidas e arquivadas no programa UV-PROBE®.

As curvas analiticas foram preparadas a partir da dilui¢do da solugdao padrao de cromo.

Foram preparadas oito solucoes analiticas em cada nivel de concentragao, sendo a curva analitica
média construida através do programa Excel, plotando-se os valores médios das absorbancias
(ordenadas) em funcdo das concentracoes (abscissas), obtendo-se a equacao de regressao linear.

Preparo das amostras

A primeira amostra, denominada 0401, foi preparada em oito baldes volumétricos de 100 mL.
Nestes baloes foram adicionados solugao padrao de cromo (Cr+6) em concentragoes de 20, 50,
100 e 200 mgL-1, respectivamente, e acrescentados 10 mL de suspensao bacteriana com
concentracao de 1,6. 10° NMP/100 mL, completando-se o volume final a 100 mL com agua
destilada esterilizada e os baloes tampados com algoddo. Quatro destes baldes foram incubados a
352C +- 0,52C em estufa de incubagdo microbioldgica e os quatro restantes, acondicionados em
temperatura ambiente, em mesa agitadora marca Tecnal® a 90Hz

O preparo das solugdes com Cr+6 e bactérias da segunda amostra, denominada amostra 0801, foi
efetuado seguindo-se os mesmos procedimentos, porém com as concentragoes bacterianas de 1,6.
108 NMP 100 mL, e o nivel de concentragao inicial foi reduzido para 5, 10, 20 e 50 mgL-1Cr+6,
respectivamente.

A reducgdo do Cr+6 nos dois experimentos (amostras 0401 e 0801) foi observada em intervalos de
tempo de 24, 48 e 72 horas.

Resultados

A suspensdo bacteriana da amostra 0401 continha concentracdo del,6. 10° /100 mL de nimero
mais provavel de bactérias (NMP), e a suspensao bacteriana da amostra 0801 continha
concentragao (C*) de 1,6. 108 /100 mL de nimero mais provavel de bactérias (NMP).

As leituras das absorbancias de cada uma das amostras foram utilizadas na equagao da curva
analitica média e serviram para fornecer as concentragdes registradas nos intervalos de tempo.
Nesta curva média, obteve-se as respectivas concentragoes de 0,0omgL-1; 0,1mgL-1; 0,2mgL-1;

0,3mgL-1; 0,4mgL-1e 0,5mgL-
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Resultado obtido nas solugdes da amostra 0401, que foram acondicionadas em temperatura
ambiente sob agitacao.

Comportamento observado na amostra 0401 Ambiente
Temperatura C* Inicial 24h 48h 72h

(mgL-*/ % Reducao)

Ambiente 20 mgL-1  16,40/18,0 13,70/31,51 3,40/33,0
Ambiente 50 mgL-1  21,05/57,0 22,50/ 55,0 22,90/ 54,2
Ambiente 100 mgL-1 46,40/53,6 49,60 /50,4 50,60 /49,4
Ambiente 200 mgL-1 101,30/49,4 93,3/53,4 90,2 /54,9

A média das temperaturas maximas e minimas do ambiente, registradas durante o experimento
com esta amostra foi de 282C e 309C, respectivamente.

Resultados das solugoes da amostra 0401 acondicionadas em estufa de incubagdo microbioldgica,
com temperatura controlada de 35,0 = 0,5 °C.

Comportamento observado na amostra 0401 Incubada

Temperatura C*Inicial 24h 48h 72h
(mgL—*/ % Reducao)

35+0,5°¢ 20 mgL-1 12,70/36,5 13,90/30,5 14,00/30,0

36 +0,5 ¢ 50 mgL-1 23,00/54,0 22,50/55,0 22,70/54,6

37 £0,5°¢ 100 mgL-1 68,70 /31,3 48,50/51,5 51,40/48,6

38 £0,5¢ 200 mgL-1 100,20/49,9 96,50/51,8 97,00/51,5

Resultado obtido nas solugdes da amostra 0801, que foram acondicionadas em temperatura

ambiente sob agitacao.
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Comportamento observado na amostra 0801 Ambiente

Temperatura C* Inicial 24h 48h 72h
(mgL~*/ % Redugéao)

Ambiente 5mgL-1 1,90/62,0 2,00/60,0 2,10 /58,0

Ambiente 10 mgL-1 4,00 /60,0 3,50/65,0 3,50/65,0

Ambiente 20 mgL-1  6,40/68,0 6,90 /65,5 6,30 /68,5

Ambiente 50 mgL-1  15,10/69,8 16,10/67,8 16,50/67,0

A média das temperaturas maximas e minimas do ambiente, registradas durante o experimento
com esta amostra foi de 299C e 309C, respectivamente.

Resultados das solugdes da amostra 0801 acondicionadas em estufa de incubacdo microbioldgica,
com temperatura controlada de 35,0 £ 0,5 ¢C.

Comportamento observado na amostra 0801 Incubada

Temperatura C* Inicial 24h 48h 72h
(mgL~*/ % Redugéao)

35 £0,52C 5 mgL-1 2,30/54,0 2,20 /56,0 2,30/ 54,0

36 £0,5°C 10 mgL-1 3,70 /63,0 3,70 /63,0 3,90 /68,2

37 £0,5°C 20 mgL-1 6,00/70,0 5,80/71,0 6,00/70,0

38 £0,5C 50 mgL-1 16,00/ 68,0 16,80/66,4 15,90/68,2

Discusséo

No experimento deste trabalho com as amostras 0401 e 0801 se utilizou como substrato o meio
aquoso, submetendo a Escherichia coli de uma suspensdo bacteriana inicial, a diferentes niveis de
concentracao de cromo (VI).
Observando o comportamento das bactérias inseridas neste estudo de biorremediagdo em relagao
ao Cr+6, constataram-se reducgoes percentuais que variaram de 18 a70%, demonstrando a sua
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capacidade de reagir com este metal e reduzir sua forma oxidativa para outra conformacao que
possibilite sua assimilagdao no meio ambiente de maneira efetiva.

Os ambientes liquidos com populacdo bacteriana, cuja dgua apresente elementos dissolvidos com
possibilidade de serem deletérios, sdo passiveis de ocasionar limitacdo de crescimento. Logo, as
alteracdes no metabolismo enzimético seriam uma forma de compensar o gasto energético,
obrigando o organismo a utilizar uma via degradativa para obter energia, com o uso do metal de
cromo presente (BIZANI et al, 2016).

As solucoes da amostra 0401 (primeiro grupo de experimentacao), apresentaram uma reducao
percentual entre 18 a 36,5 % para a concentracao inicial de 20 mgL-* de Cr+6, e apresentaram
percentual entre 31,3 a 69,8% de redugao nas concentragoes mais elevadas (50, 100 e 200 mgL—?*
de Cr+6).

Este comportamento foi evidenciado em ambos os sistemas de acondicionamento (Ambiente e
Incubado), no intervalo de tempo de 24, 48 e 72horas.

Nas solucgoes da amostra 0801(segundo grupo de experimentagao) registra-se uma reducdo maior
que a do experimento anterior, nos trés intervalos de tempo estudados de 24, 48 e 72 horas, pois
evidencia a predominancia de um aumento percentual de redugdo que variou entre 54 a 71%, para
todos os niveis de concentragao aplicados.

Nos estudos de Panigatti et al (2011) foi registrada uma reducao total de Cr+6 num periodo de
trés dias na amostra que continha 20 mgL-1 acondicionada em substrato arenoso, sob agitacdo
constante, aeragdao mecanica continua, e em temperatura ambiente.Estes autores, também
verificaram redugdes de 92,6%, 49,8% e 30%, nas amostras com 50, 100 e 200 mgL-1
respectivamente , num periodo de cinco dias. E ao utilizarem substrato plastico nas amostras
contendo 30 e 50 mgL-1, obtiveram reducoes de 78% e 47%, respectivamente em seis dias.

Consideragoes Finais

As amostras com o menor nivel de concentracdo de Cr+6 e maior concentracdo de bactérias,
foram as que apresentaram percentual maior de redugao tanto em temperatura controlada, como
também na temperatura ambiente, no periodo de observacao proposto.

Pode se afirmar que para ambos os sistemas de temperatura (Ambiente e Incubada), o percentual
de reducgdo foi aproximado, nao registrando diferencas significativas entre as amostras 0401 e
0801.

Verificou-se que as concentragdes entre 5 a 200 mgL~* de cromo hexavalente neste meio a que as
bactérias foram submetidas, mostraram um padrao crescente de reducdo no intervalo de tempo
proposto para estudo.

Nestas condigdes, os experimentos demonstraram a efetiva acao biorredutora da bactéria
Escherichia coli.

Obteve-se éxito na reducdo do cromo hexavalente em todas as amostras analisadas, nas diferentes
concentragoes, e num espago de tempo nao superior a 72h.
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