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RESUMO

No presente estudo, utilizou-se a técnica da biorremediacdo com reator aerébio em fase de lama (slurry phase),
para tratar um solo industrial contaminado pelos plastificantes DEHP (Bis-2-etilhexilftalato), DIDP (Di-
isodecilftalato) e pelo alcool isobutilico. A preparacdo do solo para a biorremedia¢do constou apenas de
homogeneizagdo manual e apds sua introducdo no reator, o solo recebeu o indculo adaptado, razdo de 6 gSSV
kg™t solo seco, retirado da estacdo de tratamento de efluentes por Lodos Ativados de uma industria de
plastificantes. O reator foi monitorado durante 120 dias, sendo corrigida a umidade durante este periodo. A
técnica de DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis), utilizada para verificacdo da diversidade
genética das populacdes bacterianas, evidenciou que as populagdes foram se diferenciando ao longo do
tratamento em relagdo aquelas presentes na lama inicial. A remog¢&o de contaminantes foi acima de 70% ao final
da biorremediagdo. A biodegradagdo dos ftalatos seguiu uma cinética de pseudo-primeira ordem e ocorreu em
temperaturas consideradas baixas, entre 17 e 25°C, no entanto, as mesmas ndo foram restritivas para a
biorremediacéo deste solo. A presenca de um co-substrato de menor cadeia alquilica, como o alcool isobutilico,
ndo impediu a biodegradacdo de compostos de cadeias complexas como os ftalatos de alto peso molecular.
Apo6s 100 dias de tratamento, foi identificado, através de cromatografia gasosa e espectrometria de massa, 0 2-
etil hexanol, um subproduto da biodegradacdo do Bis-2-etilhexilftalato e apds 120 dias, os teores finais de
DEHP estavam abaixo do valor de intervencdo de 10mg kg™ solo seco, recomendados pela CETESB.

PALAVRAS-CHAVE: Biorremediacdo, Solo contaminado, Reator em fase de lama, Ftalatos, Disruptores
enddcrinos.

INTRODUCAO

Os esteres de &cidos ftélicos (dialquil ou alquil aril éster do &cido 1,2 benzeno dicarboxilico), comumente
chamados de ésteres ftalicos ou simplesmente ftalatos, sdo amplamente utilizados como plastificantes em
industrias quimicas, servindo como um importante aditivo as resinas de policloreto de vinila (PVC) e a outras,
como acetato de polivinila, poliuretano e resinas celulésicas. Sdo empregados, ainda, na producéo de repelentes
de insetos, fibras sintéticas e cosméticos (USATSDR, 2002). Os ftalatos de alto peso molecular sdo
considerados potencialmente carcinogénicos, teratogénicos e causadores de disfuncfes endécrinas (Paganetto
et al., 2000; Petrovic et al., 2000).

Devido a utilizacdo global dos plasticos e & disposicéo final e sem controle dos mesmos, os ftalatos tém sido
detectados na &gua, no ar e no solo. Os ésteres dimetilftalato, dietilftalato, di-n-butilftalato, butilbenzilftalato,
bis-2-etilhexilftalato e di-n-octilftalato foram considerados poluentes prioritarios pela Agéncia de Protecdo
Ambiental Americana — Environmental Protection Agency (USEPA). A Companhia de Tecnologia de
Saneamento Ambiental Paulista aprovou os Valores Orientadores para Solos e Aguas Subterraneas no Estado
de S&o Paulo, estabelecendo como valor de intervencdo 10mg kg™ solo seco industrial para o DEHP
(CETESB, 2005). No Brasil, a primeira regulamentagdo federal especifica, Resolugdo Conama n° 420, foi
publicada em dezembro de 2009, pelo Ministério do Meio Ambiente (BRASIL, 2009). Esta resolucéo dispde
sobre critérios e valores orientadores de qualidade do solo quanto a presenca de substancias quimicas e
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estabelece diretrizes para o gerenciamento ambiental de &reas contaminadas por essas substéncias em
decorréncia de atividades antropicas.

A contaminacdo do solo e das &guas subterraneas tem sido objeto de grande preocupacéo nas trés Gltimas
décadas em paises industrializados, como os Estados Unidos e em paises da Europa. No Brasil, um diagnostico
preliminar do Ministério da Saulde, realizado entre 2001 e 2003, indicou a existéncia de 15.237 é&reas
potencialmente contaminadas no pais; no entanto, um diagnostico confirmatério, em 2004, identificou a
existéncia de 689 areas potenciais e efetivas com populagdes expostas ou sob risco de exposicdo a solos
contaminados e em 2007, este nimero foi de 700 areas (BRASIL, 2007). Esse problema ambiental torna-se
mais grave em centros urbanos industriais, a exemplo dos existentes no Estado de S&o Paulo, onde a
Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental (CETESB), em maio de 2002, tornou publica a primeira
relacdo de areas contaminadas, na qual figuravam 255 sitios. A Ultima atualizagdo, divulgada em dezembro
2010, apontou a existéncia de 3675 registros na Relacdo de Areas Contaminadas e Reabilitadas no Estado de
Sé&o Paulo, e deste total, 17 continham ftalatos (CETESB, 2010).

A biorremediacdo destaca-se, dentre as técnicas de descontaminacdo disponiveis, como uma alternativa para
remover poluentes tdxicos utilizando atividade bioldgica natural. Por outro lado, os reatores bioldgicos em fase
de lama destacam-se dentre as alternativas de biorremediacdo ex-situ, para tratar solos contaminados com
elevadores teores de poluentes hidrofébicos e recalcitrantes, sob condicBes ambientais controladas (Robles-
Gonzalez et al., 2008). As pesquisas envolvendo a biorremediacdo ainda sdo escassas no Brasil, assim como a
sua implantacdo em escala real. No Estado de S&o Paulo, por exemplo, considerando as 1772 areas com
processo de remediacdo em andamento ou finalizado até dezembro de 2010, divulgadas pela CETESB, verifica-
se que a técnica da biorremediacéo foi aplicada somente em 34 areas. Os fatores que influem no sucesso desta
técnica ainda ndo sdo bem conhecidos, sendo a proposta desta pesquisa contribuir para a determinacdo destes
fatores em solos brasileiros contaminados com DEHP (Bis-2-etilhexilftalato) e DIDP (Di-isodecilftalato).

MATERIAL E METODOS

O solo utilizado neste estudo foi retirado de uma industria petroquimica, produtora de plastificantes, localizada
no Estado de Séo Paulo desde 1950, a qual produz, a partir da reacdo de esterificacdo entre anidrido ftalico e
alcool, os plastificantes Bis-2-etilhexilftalato e Di-isodecilftalato.

Coleta e caracterizacdo do solo e in6culo:

Foram retirados 200 kg de solo, entre 1 e 2m de profundidade, sendo determinados, nas amostras em
triplicatas: curva granulométrica; pH; matéria orgénica; macro e micronutrientes, utilizando os método da
Embrapa (1999), bem como a umidade, de acordo com a Norma CETESB L6.350 (CETESB, 1990). O
Fosforo Total foi determinado por espectrometria de emissdo atbmica com plasma induzido - ICP-AES,
utilizando o equipamento Génesis SOP. O procedimento para a determinacdo analitica consistiu na
homogeneizagdo prévia de 1g da amostra em almofariz de 4gata, sendo adicionados 10 mL de acido nitrico
concentrado e levado a aquecimento sob refluxo a 100 °C (utilizando baldo de 100 mL e condensador) durante
3 horas. Posteriormente, foram adicionados 4,0 mL de peroxido de hidrogénio (30% volume) e levado a
aquecimento por 1 hora. Apds resfriamento, a solugdo foi filtrada e coletada em baldo volumétrico de 25 mL e
0 volume completado com &gua ultra pura Milli-Q, sendo posteriormente levada a leitura no ICP-AES.

O inoculo utilizado na biorremediacao foi retirado do tanque de areagdo da estacdo de tratamento de aguas
residuarias da unidade industrial de plastificantes. Foram determinados os parametros pH e temperatura
imediatamente apds a coleta; solidos em suspensdo totais e volateis (SSV); Carbono Orgénico Total (COT);
Nitrogénio Total Kjehldal e fosforo total, conforme os procedimentos descritos no APHA, AWWA, WEF
(2005).

Biorremediacédo ex-situ:

O tratamento ex-situ foi conduzido utilizando-se a técnica da biorremediagdo com reator aerdbio em fase de
lama (slurry phase), volume de 400 litros e mistura intermitente, garantida através de temporizador automatico.
A biorremediacdo de 100 kg do solo contaminado com ftalatos foi realizada por micro-organismos autéctones
do solo e através da adi¢do de indculo (6 gSSV kg'1 de solo seco), 100 mL de solucéo de 50 gkH,PO, Lte
agua, sendo esta Ultima introduzida a cada 15 dias, para manter a umidade do solo em torno de 40%.
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Monitoramento da Biorremediacgao:

Foram monitorados, a partir de amostras coletadas a cada 15 dias, os teores de ftalatos e de alcool; pH e
umidade (em triplicatas). A temperatura foi determinada dentro do reator em trés diferentes pontos. A partir da
retirada de amostras mensais, foram monitorados os metab6litos da biodegradacdo e a diversidade da
populacéo bacteriana (em triplicatas).

O pH do solo, durante a biorremediag8o, foi determinado utilizando a metodologia da Embrapa (1999) e a
umidade, conforme a Norma CETESB L6.350 (CETESB, 1990).

Os contaminantes do solo foram extraidos segundo a metodologia EPA 3540 (USEPA, 1996) e o0s teores,
determinados por cromatografia gasosa, de acordo com o método 8061A da EPA (USEPA, 1996). As
condi¢des cromatograficas foram: inje¢do de 2uL do extrato do solo em um cromatografo gasoso CP-3380 da
Varian; injetor no modo splitless (sem divisdo da amostra); temperatura no injetor: 280° C, géas de arraste:
Hélio, vazdo 48 mL min™; Forno: temperatura inicial 40° C durante 2 minutos, rampa de temperatura 20° C
min™, temperatura final 300° C; Coluna: RTX - 35 Restec (cross-linked methylsilicone), com diametro interno
de 0,32 mm, comprimento de 30 m e espessura do filme de 1,5 um. Gés de arraste: Hélio, vazdo 7,0 mL min™,
pressao 30,30 psi (constante), velocidade média 86 cm s™. Detector de ionizagdo de chama (FID), temperatura
300° C, ar comprimido: 300 mL min™ e Hidrogénio: 15 mL min™, gas make-up Nitrogénio: 30 mL min™.

As andlises para identificacdo dos subprodutos da biodegradacéo foram realizadas por cromatégrafo GC-17A
da Shimadzu, acoplado a espectrémetro de massa Shimadzu Massa GCMS-QP5050 A. Injetor: modo split;
temperatura no injetor 280 °C; gés de arraste Hélio, vazdo de 30 mL min™; Forno: temperatura inicial 60° C
durante 1 minuto, rampa de temperatura de 5 ° C min™, temperatura final de 280° C; tempo total de 65 minutos.
Coluna: ZB5 (5% phenyl-95% dimethylpolysiloxane); didmetro interno de 0,25 mm; comprimento de 30 m e
espessura do filme de 0,25um. Gés de arraste: Hélio, vazdo 4,9 mL min™; pressdo 250kpa (constante);
velocidade linear de 81 cms™.

A diversidade genética das populacdes bacterianas no solo, no inéculo e durante a biorremediacéo foi verificada
utilizando a técnica de DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis). A extracdo do DNA gendmico
seguiu as instrucbes do fabricante do kit FastDNA® SPIN kit for Soil (QBiogene,USA). O DNA da
comunidade microbiana total das amostras foi amplificado com os primers 968-GC (5’-gc clamp- AAC GCG
AAG AAC CTT AC -3’) e 1401r (5’- CGG TGT GTA CAA GGC CCG GGA ACG- 3’) em uma reagdo de
PCR (volume final de 40 pL) contendo 100 ng de DNA, 0,2 uM de cada primer, 200 pyL de
desoxirribonucleotideos trifosfato (ANTPs), 1,5 mM de MgCl, 5 pL de tampéo de reacéo 10X, e 2 U de Taq
polimerase (Invitrogen). A estratégia de PCR touchdown foi utilizada com o objetivo de aumentar a
especificidade da amplificacdo e reduzir a formacéo de falsos produtos de PCR. O programa de amplificagdo
consistiu de uma desnaturac&o inicial a 94 °C por 5 minutos e 10 ciclos touchdown de desnaturagdo a 94 °C por
1 minuto, anelamento a 58 °C (com decréscimo de 0,5 °C por ciclo) por 30 segundos, e extensdo a 72 °C por 2
minutos, seguido de 25 ciclos de 94°C por 1 minuto, 53 °C por 30 segundos, 72 °C por 2 minutos. Extensao
final de 72 °C por 2 minutos. A qualidade do produto de amplificacdo foi verificada em gel de agarose 1,2%
corado com brometo de etidio (0,5 pug mL™). Os produtos de PCR da comunidade total foram analisados por
denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE), utilizando o Bio-RadCode™ Universal Mutation Detection
System (Bio-Rad) e o procedimento efetuado conforme o manual do fabricante. As amostras de PCR (180 a
300 ng de DNA amplificado adicionadas a um volume de 10 pL de Tampdo de amostra 2X) foram aplicadas
diretamente em gel de poliacrilamida 6%, com gradiente desnaturante de uréia/formamida de 35-65% e
submetidas a eletroforese a 60 °C, por 14 horas a 50 V. Em seguida, o gel foi corado com SYBR Green |
(Molecular Probes) por 2 h no escuro, observado em luz ultravioleta e fotodocumentado utilizando o sistema
EpiChemi 3 Darkroom (UVP, Biolmaging System).

APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS
Caracterizacao do solo e in6culo:

Os valores de pH em agua estavam na faixa de 8,3 a 8,5 e por esta razdo, o solo é classificado como
mediamente alcalino (Embrapa, 1999). Os resultados da analise granulométrica: areia grossa (8%); areia fina
(37£3%); silte (15+4%) e argila (40+2%), indicam tratar-se de um solo argiloso (Embrapa, 1999) e
possibilitando desta forma, a elevada adsorcéo dos ftalatos. Os teores de Carbono Organico Total, 0,56+0,03%,
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embora baixos, estdo dentro da faixa de valores tipicos para solos tropicais. Fassbender (1975) compilou dados
de teor de carbono orgénico de 91 amostras de solo do Brasil, obtidos por diferentes autores, e concluiu que
deste total, 50% apresentavam valores entre 0,5 e 2,0%; somente 10% ultrapassavam 4% e 5% estavam abaixo
de 0,5%. O teor de Nitrogénio Kjeldahl foi 276+7 mg kg™ e Fésforo Total foi 7 mg kg™, sendo necessérios a
adicdo de fdsforo para a atividade microbiana, considerando as relagdes Carbono:Nitrogénio:Fésforo

recomendadas pela CETESB (CETESB, 1990). Os teores dos micronutrientes K, Ca e Mg, foram de 4 mmol
kg™, 57 mmol kg™ e 4 mmol kg™, respectivamente.

O pré-tratamento do solo, citado como uma das limitagGes para utilizagdo do reator em fase de lama, ndo foi
utilizado neste estudo, apesar da consideracdo de que as fracfes entre 0,85 a 4,00mm devem ser removidas,
uma vez que a maior parte dos poluentes esta concentrada nas particulas finas do solo (Robles-Gonzélez et al.,
2008); no entanto, esta consideracdo ndo se aplica a compostos altamente hidrofobicos como os ftalatos,
conforme estudos realizados por Ferreira; Morita (2010). Assim, a preparacdo do solo para a biorremediagdo
constou apenas de homogeneizacdo manual, ndo sendo efetuada a secagem e correcéo do pH.

Os resultados encontrados para o in6culo foram: faixa de variacdo de pH 5,8 a 5,9, temperatura 22,0 °C,
densidade 1,0158 + 0,0048 g cm™, Carbono Organico Total 1,73 + 0,09 %, Fésforo Total 265+6 mg L™ e
Nitrogénio Total Kjeldahl 1118 + 30 mg L™, sélidos em suspensdo totais 25737 + 1534 mg L™ e sélidos em
suspensdo volateis 23637 + 1457 mg L™.

Monitoramento da Biorremediacé&o:

O valor do pH do solo no inicio do tratamento foi igual a 7,5 ap6s a introducdo do indculo e, durante o
tratamento, o maior valor foi de 8,4 ap6s 60 dias (Figura 1) e de 7,9 ao final da biorremediacdo. A tendéncia ao
declinio de pH durante a biodegradacao de ftalatos, observada por outros autores (Juneson et al., 2001; Chang;
Wang; Yuan., 2007) e justificada pela formagdo dos &cidos ftélicos, ndo foi observada nesta biorremediacéo
ex-situ, possivelmente devido a capacidade de tamponamento do solo mediamente alcalino. A faixa de pH (7,5
a 8,4) difere do valor considerado 6timo (pH 7,0) para a biodegradacdo de ftalatos em solos, sugerido por
diferentes autores (Chang et al., 2004; Chang; Wang; Yuan, 2007; Shailaja et al., 2008; Zeng et al., 2004), no
entanto, ndo foi necessaria a correcdo do pH. Segundo a USEPA (1995), a maioria das bactérias desempenha
melhor suas atividades na faixa de pH 5 a 9, embora diferentes espécies apresentem valores diferentes do pH
6timo para o seu crescimento.

A temperatura do solo no reator variou de 17 a 25°C durante a biorremediacgéo, estando esta faixa abaixo do
valor (30°C) considerado 6timo para biodegradacdo de ftalatos (Chang et al., 2004; Chang; Wang; Yuan,
2007). Os menores valores ocorreram 40 dias ap6s o inicio do tratamento, no entanto, nesta data, ndo foram
observadas reducGes na remocdo dos ftalatos. A temperatura ambiente estava 1,0 a 5,5 °C acima das
temperaturas do solo no reator., Conforme a USEPA (1995), a temperatura étima de crescimento das bactérias
em um determinado solo depende do clima da regido, o que pode justificar os resultados encontrados no
presente trabalho.

A umidade durante a biorremediacéo variou de 35 a 45%, sendo esta faixa satisfatoria para a biodegradacédo
aerobia dos poluentes pelos micro-organismos autoctones e aldctones, estando dentro dos valores
recomendados pela USEPA (USEPA, 1995).
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Figura 1 — Evolucdo do pH e da temperatura na Biorremediagdo

Os teores de contaminantes presentes no solo do reator inicialmente foram de 15+1 mg kg™ solo seco para o
&lcool isobutilico, de 18+2 mg kg™ solo seco para 0 DEHP e de 69+1 mg kg™ solo seco para o DIDP.

Os resultados obtidos (Tabela 1) indicam que a biorremediacdo dos ftalatos seguiu uma cinética de pseudo-
primeira ordem (Zeng et al.,2004), ndo sendo observada a fase lag durante a biodegradacdo dos ftalatos. A
presenca do alcool isobutilico, co-substrato de menor cadeia alquilica, ndo impediu a biodegradacdo de
compostos de cadeias mais complexas e considerados recalcitrantes como os ftalatos. Na biodegradacdo do
alcool foi observada uma fase lag nos 15 dias iniciais do tratamento, no entanto, este composto apresentou
maior taxa de degradacdo do que o DEHP e DIDP, embora nédo tenha sido totalmente degradado no periodo,
com teor final de 3+0 mg kg™. A plastificagdo do solo pode ter contribuido para evitar a perda do alcool
isobutilico por volatilizagdo, estando este composto possivelmente presente nos poros intersticiais do solo.

Apobs 120 dias de biorremediacdo, foram obtidas remog¢des acima de 70% para todos os contaminantes. O teor
final de DEHP foi de 3 mg kg™ solo seco, estando abaixo do valor de intervencéo de 10 mg kg™ solo seco
recomendado pela CETESB para o DEHP em solo industrial. O teor final do plastificante DIDP foi de 21+1mg
kg™, no entanto, ndo existe limite para este poluente estipulado pela Agéncia de Controle da Poluicio
Ambiental Paulista (CETESB, 2005) ou pelo Ministério do Meio Ambiente do Brasil (BRASIL, 2009).

Neste estudo, a taxa de degradagdo do DEHP (0,0077d™) est4 abaixo daquelas encontradas por outros autores
(Chang et al. 2004; Chang; Wang; Yuan, 2007; Shailaja et al. 2008; Zeng et al.,2004), considerando que estas
pesquisas foram desenvolvidas com solos artificialmente contaminados, em escala de laboratorio, com
correcBes dos parametros de monitoramento (pH e temperatura) e utilizando solos advindos de clima
temperado.

Tabela 1 — Equacdo cinética de biodegradacao dos contaminantes presentes no solo

Contaminante Equacdo cinética K r2
Alcool isobutilico y = 0,1992¢ 00171 0,0171 0,8512
DEHP y = 0,8176e0%07" 0,0077 0,8800
DIDP y = 0,1441¢ 00097 0,0097 0,9626

Y: teor de contaminante (mmolkg™); x: tempo (dias); k: constante de degradacéo (dia™); r’: Coeficiente de
determinacédo
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O tratamento do solo em fase de lama e sob mistura permite um aumento de transferéncia de massa, garantindo
0 contato micro-organismo-poluente-nutriente e a dessorcdo dos poluentes hidrofobicos (Robles-Gonzalez et
al., 2008). Nas condicbes do reator utilizado neste estudo, sem correcdo do pH e da temperatura, as taxas de
degradacdo dos poluentes dependeram principalmente da atividade dos micro-organismos disponiveis no
sistema e os resultados obtidos refletiram o potencial de depuracdo biologica do solo. As analises de fingerprint
da comunidade total de bactérias presentes no reator durante 100 dias de processo, bem como o respectivo
dendrograma de similaridades (Figura 2), baseado no coeficiente de correlacdo de Pearson, demonstraram a
importancia das bactérias advindas do in6culo para iniciar a biorremediacdo, bem como a importancia das
bactérias autdctones para a continuidade da mesma. No dendrograma de similaridades, as amostras referentes
ao tempo inicial de tratamento (inicio) foram consistentes e apresentaram 94 a 100% de similaridade entre as

triplicatas, entretanto, estas amostras mostraram-se significativamente distintas das correspondentes aos demais
tempos de tratamento (30, 60 e 100 dias), com nivel de similaridade em torno de 48%.
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Figura 2 — Dendrograma de similaridades entre as bandas de DGGE durante a biorremediacao
d: dias; 1, 2 e 3 : triplicatas

As analises de fingerprint (Figura 3) do solo escavado, indculo e do solo do reator, todas em duplicatas,
evidenciaram que os perfis de bandas encontradas no inicio da biorremediacdo sdo altamente similares com
aquelas do indculo, sugerindo que as bactérias presentes no mesmo correspondem as populagfes dominantes no
reator. Apos 30 dias, os perfis de bandas apresentaram similaridade com os perfis do solo inicialmente
escavado. Isto demonstra que, provavelmente, nesta fase do processo, as bactérias autdctones do solo passaram
a dominar a comunidade do reator, possivelmente, em funcdo de sua adaptacdo aos teores de contaminantes
presentes e eventual capacidade de degradacdo dos mesmos, com a redugdo média de 53% no teor de DEHP.
Os perfis de bandas das amostras de 60 e 100 dias de processo indicaram que as populaces foram se
diferenciando ao longo do tratamento em relagdo aquelas presentes no inicio da biorremediacgdo. Os resultados
das analises de cromatografia gasosa e espectrometria de massa indicaram, ap6s 100 dias de tratamento, a
presencga de um pico relativo a um novo composto no solo, ndo presente no cromatograma inicial do tratamento
(Figura 4). Utilizando as bibliotecas NIST 107; NIST 21; SHIMADZU 1607 e WILEY 229 do espectrometro
de massa, este pico foi identificado como o 2-etilhexanol ou isooctanol. Shailaja et al. (2008), em estudo
recente, chegaram a concluséo que este era um dos subprodutos da biodegradacdo do Bis-2-etilhexilftalato, em
meio aerobio, utilizando reator em fase de lama.
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Figura 3 — Analises de fingerprint na biorremediacéo: 1-2 : solo; 3-4 in6culo; 5-6 solo inicio reator; 7-8
solo 30 dias reator; 9-10 solo 60 dias reator; 11-12 solo 100 dias reator
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Figura 4 — Cromatograma do solo ap6s 100 dias de biorremediacao e respectivos espectros de massa
do pico correspondente ao tempo de retencdo de 34, 867 min.

Técnicas moleculares tém sido empregadas para caracterizar os acidos nucléicos dos micro-organismos
presentes na comunidade microbioldgica de amostras ambientais. Elas tém a vantagem de ser técnicas diretas,
as quais refletem a distribuicdo da comunidade microbiana nas condigBes in situ, pois as amostras sdo
congeladas imediatamente ap6s a coleta. Sdo capazes de representar de maneira mais precisa a diversidade
microbiana presente no ambiente, incluindo os micro-organismos que ndo sdo prontamente cultivaveis, mas que
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podem ser responsaveis pelas atividades de biodegradacdo dos poluentes de interesse (Brockman, 1995).
Técnicas baseadas em PCR (Polymerase Chain Reaction), como a amplificacdo de fragmentos do gene RNAr
16S e a posterior desnaturagdo destes fragmentos utilizando a eletroforese DGGE (Denaturing Gradient Gel

Electrophoresis) tém sido aplicadas para avaliar a diversidade de amostras ambientais e monitorar as alteragdes
nas comunidades microbianas ao longo do tempo (Muyzer & Smalla, 1998).

No gel de DGGE, o numero, a posi¢cdo exata e a intensidade das bandas ddo uma estimativa indireta da riqueza
e abundancia relativa dos ribotipos (perfis de bandas de fragmentos de DNAr 16S) dominantes em uma
amostra, possibilitando comparar diferentes comunidades. Eichner et al. (1999) afirmaram que as bandas de
DGGE néo necessariamente representam o nimero e a abundancia das espécies presentes em uma comunidade
microbiana, pois um organismo pode produzir mais de uma banda devido a multiplicidade e heterogenia de
genes de RNAr. Ainda assim, a técnica oferece grande sensibilidade, eficiéncia e capacidade de representar
razoavelmente as variagcfes em uma comunidade microbiana em um determinado sistema (Kaewpipat & Grady,
2002), o que a torna uma excelente ferramenta para monitoramento da dindmica de popula¢es microbianas.

CONCLUSOES

O desenvolvimento dessa pesquisa de biorremediacéo de solo contaminado por ftalatos e alcool permitiu chegar
as seguintes conclusoes:

e Aadicdo de inéculo adaptado, proveniente do contetido do tanque de aeragdo do sistema de lodos ativados
da industria de plastificantes, na razao de 6 gSSV kg™ solo seco, foi satisfatéria para a biorremediagao;

o Né&o foi necessaria a correcdo do pH inicial do solo ou durante a biorremediac¢do (7,5 a 8,4), mesmo
estando esta faixa de valores acima do pH (7,0) recomendado para a biodegradacéo dos ftalatos;

e A biodegradacdo dos ftalatos ocorreu em temperaturas entre 17 e 25°C, mesmo estando esta faixa abaixo
daquela considerada 6tima (30°C) pela literatura;

e A biodegradagdo dos ftalatos seguiu uma cinética de pseudo-primeira ordem, ndo sendo identificada fase
lag;

e A presenca do alcool isobutilico ndo impediu a biodegradacédo dos ftalatos, apresentando, no entanto, uma
taxa de degradacdo maior;

e A utilizagdo da técnica de DGGE permitiu verificar a diversidade da comunidade total de bactérias durante
a biorremediacao e indicou que as bactérias presentes no in6culo foram dominantes no inicio do processo,
alterando-se a dominancia para as bactérias provenientes do solo apds 30 dias, ocorrendo, no entanto, uma
diferenciacdo maior da comunidade bacteriana presente no reator apds 60 e 100 dias, sendo, ao final do
experimento, composta por populages dominantes advindas do solo e indculo com remogdes acima de
70% para os contaminantes;

e Apos 100 dias de biorremediacéo, utilizando a técnica do reator aerébio em fase de lama (slurry phase), foi
identificado o 2-etilhexanol como subproduto da biodegradacéo do DEHP.
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