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RESUMO

A radioatividade é um fenémeno natural e fontes naturais de radiagdo séo caracteristicas do ambiente. Radiacéo
e substancias radioativas tém inimeras aplicaces benéficas, entre as quais destacam-se a geracdo de energia
para usos na industria, medicina e agricultura. Os riscos da radiacdo para os trabalhadores, puablico e meio
ambiente surgem a partir destas aplicagdes e, necessitam ser avaliados e controlados. Segundo a Agéncia
Internacional de Energia Nuclear, existe a expectativa de que, até 2030 haverd um crescimento significativo do
uso da eletricidade e a energia nuclear terd de expandir-se. A produgdo de energia nuclear, no entanto, esta
inevitavelmente associada a geragdo de rejeitos radioativos dos varios estagios do ciclo nuclear. Dos diversos
radionuclideos presentes nestes rejeitos, estd 0 Americio-241, um elemento transuranico, de meia vida longa
(433 anos), um dos contaminantes mais perigosos devido a sua toxicidade. O gerenciamento dos rejeitos
radioativos inclui as etapas de coleta, segregacéo, tratamento, acondicionamento, transporte e disposicéo final.
O tratamento de rejeitos radioativos liquidos merecem atencdo especial pois as técnicas convencionais de
tratamento disponiveis sdo, muitas vezes caras e operacionalmente dificeis. A pesquisa de novas tecnologias
envolvendo a remocdo de radionuclideos dos rejeitos liquidos tem dirigido atengBes para a biossorcéo e
bioacumulacdo, ou seja, a utilizacdo de biomassa para remocéo de metais presentes em baixas concentra¢des de
grandes volumes de rejeitos liquidos. Neste trabalho foi avaliada a capacidade de biorremocdo de Am-241
presente em rejeitos liquidos utilizando-se a bactéria Cupriavidus metallidurans. Os parametros estudados
foram a concentracdo do Am-241 (75, 150 e 300 Bg/mL) e tempo de contato entre a bactéria e a solucéo (1, 2,
4, 6, 12 e 24 horas). Os resultados obtidos revelaram alta capacidade de biorremocéo de Am-241 pela bactéria
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Cupriavidus metallidurans. Na primeira hora de contato, houve remo¢do média de 90% para todas as
concentragdes estudadas, chegando a 100% de remocdo em 6 horas de contato.

PALAVRAS-CHAVE: Cupriavidus metallidurans, Americio-241, biotratamento, rejeito radioativo.

INTRODUCAO

A utilizacdo da tecnologia nuclear é crescente, com avangos em diversos campos da atividade humana. Sabe-se,
porém, que este e outros tipos de tecnologias ocasionam a geracao de residuos que necessitam de tratamento
que garanta niveis seguros de descarte.

Buscar novas alternativas de tratamento dos rejeitos radioativos liquidos que aliem baixo custo e eficiéncia é
uma tarefa importante e dificil, ja que, nesse caso, cuidados adicionais devem ser considerados por se tratar de
rejeitos radioativos, que estdo em estado fisico de facil dispersdo.

A pesquisa de novas tecnologias envolvendo a remocéo de radionuclideos de rejeitos tem dirigido ateng@es para
biossorc¢éo e bioacumulacdo (TSEZOS, 2001).

E possivel encontrar contradicdes na literatura quanto ao uso dos termos biossorcdo e bioacumulacéo.
Entretanto, a bioacumulagdo pode ser entendida como um processo em que se utiliza biomassa viva, enquanto
na biossorcédo, utiliza-se biomassa inativa. A bioacumulacdo pode ser definida como absorcdo de substancias
toxicas por células vivas. As substancias toxicas podem ser transportadas dentro das células, através da
membrana celular ou do ciclo metabdlico das células (MALIK, 2004). Ja 0 mecanismo de biossorcdo pode ser
definido como a remocdo do metal téxico pela interagcdo com o biossorbente, dentre eles estdo as algas (FENG
et al., 2004) , bactérias (MURALEEDHAAN et al., 1991), fungos (KAPOOR et al., 1999), leveduras
(BAYAN et al., 2001) e biopolimeros (TEIXEIRA et al., 1996). A habilidade com que, em solugdes diluidas,
0S micro-organismos concentram os ions metalicos em sua estrutura celular fez com que estes fossem 0s mais
estudados na remogdo de varios metais, como por exemplo: Cu, Cd, Pb, U, Am, Ce, Cs, Ni , entre outros
(VOLESKY, 1994) .

Entre os biossorbentes promissores, estd a bactéria Cupriavidus metallidurans que é uma B-protecbactéria,
Gram-negativa, ndo patogénica, capaz de crescer em elevadas concentracfes de, pelo menos, treze diferentes
fons de metais pesados (MONCHY et al., 2006; MERGEAY et al., 2003 ). Cupriavidus (ex. Ralstonia)
metallidurans CH34 é uma bactéria hidrogenotroficas facultativa resistente a metais, bactéria isolada do lodo
de um tanque de decantacdo de zinco na Bélgica, que foi contaminado com altas concentracfes de varios
metais pesados (MONCHY et al., 2007).

Esta bactéria tem ganhado interesse crescente como um organismo modelo para detoxificagdo de metais
pesados e para fins biotecnologicos. A resisténcia da bactéria aos cations de metais de transicdo é
predominantemente baseada na resisténcia devida aos genes para RND (resisténcia, a nodulacédo e a familia de
proteinas de células de divisdo) proteinas (ROZYCKI e NIES, 2009).

Estdo relatadas na literatura resisténcias da bactéria Cupriavidus metallidurans CH34 a arsenito (AsO4-3),
bismuto (Bi*®), gadolinio (Gd*™®), ouro (Au+), prata (Ag+), selenito (Se03-2), talio (TI+) e uranio (U*?),
entretanto, a maioria dos mecanismos ainda ndo esta totalmente esclarecida (BIONDO, 2008).

Diante do exposto, a biossor¢do e a bioacumulagdo podem ser métodos vidveis e de baixo custo, de facil
aplicacdo e eficiente para tratamento de rejeitos radioativos liquidos armazenados no Laboratério de Rejeitos
Radioativos do IPEN-CNEN/SP. Esses rejeitos contém Cs-137, Am-241, U-235,238 e produtos de fissdo e
sdo provenientes, principalmente, de centros de pesquisa, e incluem 6leos lubrificantes e solventes utilizados em
experimentos em geral e operages de descontaminacao.

A implantacdo deste tratamento para rejeitos radioativos requer um estudo detalhado dos pardmetros que
envolvem este processo.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de remocdo de Am-241 de uma solugdo por Cupriavidus
metallidurans.
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MATERIAIS E METODOS

A avaliacdo do potencial de remocdo de Am-241 por biossorcéo e bioacumulagéo, foi realizada pelo método
de batelada em condigdes estéreis, colocando-se uma solugdo de Am-241 de concentracdo conhecida em
contato com os biossorbentes e, estudados os seguintes parametros: pH, tempo de contato e concentracao.

Previamente aos experimentos de bioacumulacdo com a bactéria, foram feitos os estudos de C.I.M.
(Concentracao Inibitoria Minima) com o objetivo de determinar a quantidade minima de Am-241 capaz de
inibir o crescimento da bactéria.

A determinacdo da viabilidade celular foi realizada em Citémetro de fluxo FACScalibur, Bencton-Dickinson.

Cultura de Cupriavidus metallidurans

A bactéria foi fornecida pelo Instituto de Biociéncias da Universidade de Sdo Paulo. A cepa de Cupriavidus
metallidurans foi cultivada sob condicdes aerébias em caldo nutriente (CN) a 28 °C, conforme especificado
pela colecdo de culturas, segundo Mergeay et al. (1985).

C.I.LM. — Concentracao Inibitéria Minima

O estudo do C.I.M foi realizado seguindo a metodologia descrita em NCCLS.2003, utilizando o método de
diluigdes sucessivas em meio de cultura cérebro-coracdo (BHI- Brain Heart Infusion). Todos 0s experimentos
foram plaqueados em triplicata e observados apds 24 horas de incubacdo em estufa a 37°C.

Preparo da solucédo de Am-241 em meio TSM

O meio minimo TSM-Tris Médium, foi preparado de acordo com o procedimento descrito por Mergeay et al,
1985.

Preparo das solu¢gfes de Am-241 parao C.I.M.

Foram preparadas solucbes de Am-241 em meio minimo TSM, com atividades de 20, 40, 80, 120, 150, 175,
200, 225, 250, 300, 350, 400, 450, 800, 1000, 1200, 1400 e 1800 e 2000 Bg/mL, a partir da solugdo padrdo de
2450,50 Bg/mL. As faixas de tolerancia estudadas foram de 7x10™ (20) a 6x10 (2000) uM (Bg/mL) de
AMCls.

Experimentos de biorremocé&o

Para cada experimento, foi utilizado a cultura de bactérias em densidade Optica de 2,5 e solugbes de Am-241
preparadas com meio TSM em pH 5, nas concentra¢cGes 600 Bg/mL, 300 Bg/mL e 150 Bg/mL, a partir da
solucdo padrdo com atividade de 23.229,4 Bq /mL, certificado pelo IRD — Instituto de Radioprotecéo e
Dosimetria CNEN-RJ.

Os experimentos de biorremocéo foram realizados adicionando-se a solucdo de TSM contendo bactérias em
solucbes de TSM contendo Am-241 nas concentracdes desejadas. As soluges foram colocadas em frascos de
quartzo e mantidas sob agitacdo constante a temperatura ambiente por 1, 2, 4, 6, 12 e 24 horas.

Apobs os tempos de contato, as solugdes foram centrifugadas a 2500 giros/min. por 15 minutos e, 1 mL do
sobrenadante foi separado para analise por cintilacéo.
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A quantificacdo do Am-241 residual, foi realizada por cintilacdo, com a utilizacdo do aparelho Tri-carb 2100
TR - Liquid Scintillation Analyzer da Packard-Canberra.

Viabilidade celular

O teste de viabilidade celular foi realizado por meio da técnica de citometria de fluxo. Utilizou-se rodamina 123
para detectar a viabilidade celular por meio da atividade respiratéria com as bactérias que foram utilizadas nos
experimentos de biorrremogdo. Este teste foi realizado para a confirmacdo do C.1.M. e avaliacdo do processo
de remocdo do americio, uma vez que a bioacumualgéo sé ocorre com células viaveis.

RESULTADOS

Para o C.1.M, o crescimento de coldnias bacterianas de C. metallidurans foi determinada 400 Bq de Am-241.
Nos experimentos de biorremogdo de Am-241 com concentracdes de 75, 150 e 300 Bg/mL foram obtidos
resultados de aproximadamente 95% na primeira hora de contato e, em 6 horas de contato a remogéo chega a
cerca de 100% para todas as concentracfes de Am-241 estudadas.

O gréfico 1 apresenta os resultados da biorremocdo de por Cupriavidus metallidurans.

T T TITT T Q

80
>
£
o 70
X

60

50 I I I I

60 120 240 3?0 ) 720 1440
Tempo (min)
| —©0—75Bg/mL —~— 150 Bq/mL |

Grafico 1 — Biorremocao de Am-241 por Cupriavidus metallidurans com concentrages iniciais de 75,
150 e 300 Bg/mL.

O gréfico 2 apresenta os resultados dos testes de viabilidade celular realizados a partir das bactérias que tiveram
5 horas de contato com DL-50 (dose letal para 50% da populagdo) de americio, analisados por da técnica de
citometria de fluxo.

4 ABES - Associacdo Brasileira de Engenharia Sanitaria e Ambiental



# 26°

leluﬂsuu&
26° Congresso Brasileiro de Engenharia Sanitaria e Ambiental w

e Ambiental

Inviaveis/inativas

, Viaveis/ativas
L]
=]
£
E 49,66%
o 50,42%
o
E
L]
o
=
=
2
=
S
C
=
o
=
g . . .
o 10° 10° 107 10° 10°
= FL-1 Rodamina123 (FITC)

Grafico 2 - Viabilidade da bactéria Cupriavidus metallidurans ap6s 5 h em contato com Am-241 / DL-50.

O resultado da avaliacdo de viabilidade celular por citometria de fluxo utilizando-se rodamina-123, que
determina o potencial respiratério das bactérias, demonstrou que apds 5 horas de contato da Cupriavidus
metallidurans com a DL-50 de Am-241 (200 Bq), 49,66% das bactérias sdo viaveis.

CONCLUSOES

Os resultados demonstraram que a bactéria Cupriavidus metallidurans tem alta capacidade de biorremocéo de
Americio-241, tendo removido em média de 95% de Am-241 em solucdo nas concentra¢des de 75, 150 e 300
Bg/mL a partir de apenas 1 hora de contato e, em 6 horas de contato, a remocao média foi de 99,6%.

Os testes de citometria de fluxo confirmaram a Concentragdo Inibitéria Minima, visto que, 49,66% das
bactérias permaneceram vidveis em DL-50, o que pode indicar que tenha ocorrido tanto bioacumulagéo quanto
biossor¢do para a maior concentracéo estudada neste trabalho.
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