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RESUMO

O objetivo desta pesquisa foi avaliar a potencialidade do inéculo na degradagio de fenol sob diferentes condigdes nutricionais.
Os reatores foram alimentados com fenol, sulfato e extrato de levedura, mantidos a 30 +1° C, sob agitagcdo 150 rpm. Os reatores
alimentados com fenol (240 mg L-1) e extrato de levedura obtiveram 100% de eficiéncia de degradag¢do em 11 dias. Os reatores
alimentados com fenol (234 mg LY, sulfato (162,5 mg LY e extrato de levedura; e fenol (256 mg LY, sulfato (500 mg LYe
extrato de levedura obtiveram eficiéncias de degradacdo de respectivamente 98,8% e 99,3%, em 17 dias. Tais ganhos foram
obtidos devido as adi¢des de extrato de levedura no inicio dos experimentos. As andlises de Biologia Molecular confirmaram que
as bactérias presentes no inéculo permaneceram nos reatores, apesar de terem sido operados sob condi¢des nutricionais distintas.
Essas condi¢des propiciaram a permanéncia de populagdes bacterianas capazes de degradar fenol sob condi¢des fermentativas e

consumir sulfato.

Palavras-chave: microrganismos anaerdbios, fenol, extrato de levedura, BRS.

1 Introducao

Compostos fendlicos e seus derivados podem estar
presentes no ambiente como intermedidrios da
biodegradacdo de polimeros naturais como lignina e
taninos. O fenol estd presente em dguas residudrias
provenientes de minas de carvao, refinarias de petréleo,
preservacdo de madeira e industrias quimicas; além de ser
utilizado no preparo de antioxidantes, herbicidas,
adesivos, solventes e resinas sintéticas [1, 2]. O limite
permissivel de fenol em efluentes industriais € de 1,0 mg
L' e niveis superiores sio téxicos 2 vida aquitica,
ocasionando desequilibrio ecolégico no corpo receptor
[3].

A degradagdo de fenol é processo complexo
envolvendo seqiiéncia de reagdes enzimdticas que
ocorrem em funcdo do estabelecimento de relacdes
sintréficas entre diferentes grupos de microrganismos. Em
ambientes anaerdbios, esses grupos podem  ser
exemplificados por bactérias desnitrificantes, bactérias
redutoras de ferro, bactérias redutoras de sulfato,
consoércios fermentativos e metanogénicos [4]. Zhou e
Fang [1] descreveram que em ambientes reduzidos é
necessdria atuacdo de diferentes microrganismos para que
o fenol seja primeiramente degradado por bactérias
acidogénicas, em benzoato, posteriormente convertidos

em acetato por bactérias acetogénicas e, finalmente, em
metano pelas arquéias metanogénicas.

A eficiéncia na degradacdo de fenol, através da utilizagdo
de reatores bioldgicos anaerdbios, tem sido confirmada por
diversos autores como Bolafios et al.[5] e Sarfaraz et al. [6]
em condi¢des mesofilicas e por Fang ef al. [2] em condi¢des
termofilicas. No entanto, a participacdo das bactérias redutoras
de sulfato (BRS) na degradacdo de fenol, ainda, foi pouco
estudada [7].

O sulfato é encontrado em abundincia em sedimentos
marinhos e mais da metade do carbono disponivel nesses
ambientes pode ser metabolizado utilizando-o como aceptor
de elétrons. Bactérias redutoras de sulfato (BRS) tém
importante atividade metabdlica em diversos ambientes
reduzidos como sedimentos marinhos, lodo anaerdbio e
aqiiffero contaminado por hidrocarbonetos de petrdleo
(benzeno, tolueno, etil-benzeno, xileno, alcanos) e compostos
halogenados. Levantamento de 38 aquiferos contaminados
revelou que bactérias redutoras de sulfato foram responsdveis
por 70% da atenuacdo dos hidrocarbonetos de petréleo [8].
Acidos organicos derivados da fermentacdo servem como
fonte de carbono para as BRS em sedimentos marinhos.
Culturas isoladas de BRS como Desulfovibrio sp. foram aptas
em degradar fenol a acetato [9].

Um passo importante na degradacdo de compostos
aromdticos é a escolha do inéculo com diversidade de
bactérias capaz de transforma-lo em produtos intermedidrios.
Boopathy [9] verificou que a utilizagdo do indculo de
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suinocultura foi o passo inicial para degradagdo de fendis.
Sob tais condigdes, as BRS metabolizaram fenol a acido
acético e arquéias metanogé€nicas converteram acetato a
metano.

Nesse sentido, o objetivo desse trabalho foi avaliar a
degradacdo de fenol em condi¢cdes fermentativas, com
adigdes de sulfato e extrato de levedura. O indculo usado
foi uma mistura de trés lodos anaerdbios: a) proveniente
de reator anaerébio de fluxo ascendente e manta de lodo
(UASB) utilizado no tratamento de dejetos de
suinocultura, b) lodo de reator UASB wusado no
tratamento de efluente de abatedouro de aves e ¢) lodo de
abatedouro de aves enriquecido com BRS. A biomassa
presente nos ensaios foi caracterizada através de técnicas
de Biologia Molecular como a reacdo de polimerizacdo
em cadeia (PCR) e eletroforese em gel de gradiente
desnaturante (DGGE) de fragmentos do RNA ribossomal
16s para Dominios Archaea, Bacteria e Grupo das
bactérias redutoras de sulfato (BRS).

2 Material e Métodos
2.1 Sistema em batelada anaerdébia

Duplicatas de reatores foram montadas em batelada,
em frascos de 2000 mL com volume reacional de 1300
mL e 700 mL de headspace, em atmosfera de N, (100%),
mantidas sob agitacdo de 150 rpm, a temperatura de
30+1°C.

O in6culo perfazia 20% do volume total de reagdo, na
seguinte composicdo: 50% de lodo proveniente de reator
UASB usado no tratamento de residuos de suinocultura,
25% de lodo de reator UASB usado no tratamento de
abatedouro de aves e 25% de lodo de reator UASB usado
no tratamento de abatedouro de aves enriquecido com
BRS.

A seguinte composi¢do do meio de cultura descrito por
Balch e Wolfe [10] foi adicionada (60 mL em cada reator)
para favorecer o crescimento de BRS: KCI (155,4 mg L~
", NH,CI (201,4 mg L"), CaCl, (45,14 mg L"), K,HPO,
(243,6 mg L"), KH,PO, (189 mg L"), NaCl (34,8 mg L’
1), MgCl, (9,4 mg L‘l), pH 6,8. Foram utilizados sais
minerais, vitaminas e metais tragos descritos a seguir. As
solugdes de vitaminas adicionadas (13 mL em cada reator)
foram compostas por: biotina (2,0 mg L), 4cido félico
(2,0 mg L), piridoxina-HCI (10,0 mg L), tiamina-
HCL2H,0 (5 mg L), riboflavina (5,0 mg L), 4cido
nicotinico (5,0 mg L) D-pantotenato de célcio (5 mg L~
1)Vitamina By, (0,1 mg L'l), 4cido p-aminobenzdico (5,0
mg L'l), acido lipdico (5,0 mg L‘l), de acordo com
Widdel e Pfennig [11]. A solu¢do de metais tracos
adicionada (13 mL em cada reator) foi utilizada com a
seguinte composicdo: HCl (25%), FeCl,.4H,0 (1,5 mL),
ZnCl, (70 mg L"), MnCl,.4H,O (100 mg L"), H;BO; (6,0
mg L), CoCl,.6H,0 (24,0 mg L), CuCl,.2H,0 (2,0 mg
L"), NiCL.6H,0 (24,0 mg L), Na,M00,.2H,0 (36 mg
L"), de acordo com Widdel e Pfennig [11] ). Os reatores
foram suplementados com 0,05% de extrato de levedura,
por ser essencial aos microrganismos nos processos
fermentativos da degradacdo do fenol.

Os reatores anaerobios foram submetidos a cinco ensaios
distintos: (I) fenol (240 mg L'Y: (D) fenol (234 mg L'l) e
sulfato (162,5 mg L™"); (II) fenol (256 mg L) e sulfato (500
mg L") ; (IV) reatores controle alimentados sem fenol , mas
com sulfato (200 mg L'l) e; (V) sulfato (170 mg L e sem
extrato de levedura.

2.2 Andlises Fisico-Quimicas e Cromatogrdficas
2.2.1 Determinagdo de metano

Foram feitas determinacdes das concentragdes de metano
por cromatografia gasosa utilizando cromatégrafo a gis, Gow-
Mac série 150. A coluna utilizada foi Porapak-Q
(comprimento de 2 metros e didmetro interno de %4”- 80 a 100
mesh), detector de condutividade térmica. O gds de arraste
utilizado foi o hidrogénio super seco (White Martins), e o
integrador HP 3396 série II. As condigdes de operacdo dos
aparelhos foram: vazio do gis de arraste de 60 mL min’;
temperatura do detector, coluna e injetor, 55°C; corrente 150
mA; volume de injecdo de 500 (1. Os reatores foram
despressurizados antes das andlises. Os valores foram
expressos em mg L.

2.2.2 Determinagdo de fenol

A solucio estoque de fenol (1 gl') preparada foi
padronizada com adicdes da solugio de KBrO; (2,78 gl™)
KBr (10 g.l‘l) e, em seguida, procedida titulacdo com K,S,0q
(5%) e HCI (1N). A concentragdo da solucdo estoque de fenol
foi obtida através da relagdo (1):

mg L' fenol = 7,842 (AB-C) 6)

A = mL de K,S,05 (5%) utilizado para branco (solugdo
sem fenol)

B = mL de solucio KBrO; (2,78 g LY KBr (10 g Lh
adicionado/10

C = mL de K,S,05 (5%) utilizado para titulagdo (solugdo
com fenol)

O método colorimétrico da 4-amino-antipirina foi utilizado
para determinagdo de fenol, de acordo com Standard Methods
for Examination of Water and Wastewater [12].

2.2.3 Acidos graxos voldteis

Os 4cidos volateis foram determinados através de
cromatografia gasosa, no cromatégrafo HP 6890/FID de
ionizacdo de chama, com coluna HP INNOWAX, 30 m x 0,25
mm x 0,25 mm de espessura do filme, com fluxo de
hidrogénio como gis de arraste de 20 mL min"', com
temperatura de 250°C, com volume de inje¢do de 10 (1,
temperatura do forno de 100°C (3 minutos) a 180°C (5
minutos), 5°C/min, temperatura do detector de 300°C, com
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fluxo de ar sintético de 300 mL min~, com fluxo de
nitrogénio como gds auxiliar a 33 mL min” e fluxo de
hidrogénio a 30 mL min™ [14].

2.2.4 Determinagdo de Solidos

As determinacdes de soélidos totais volateis (STV)
foram efetuadas no inicio e final dos ensaios, de acordo
com metodologia descrita pelo Standard Methods for
Examination of Water and Wastewater [12].

2.2.5 Determinagdo de sulfato

A determinacdo das concentracdes de sulfato foi
efetuada de acordo com Standard Methods for
Examination of Water and Wastewater [12].

2.3 Andlises de Biologia Molecular

2.3.1 Extracdo de dcidos nucléicos, amplificacdo do
fragmento do gene RNAr 16S e andlise de DGGE

As andlises da diversidade microbiana foram efetuadas
através de reacdo de polimerizacdo em cadeia (PCR) e
eletroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE). O
DNA foi extraido segundo protocolo descrito por Griffiths
et al. [14]. Na amplifica¢do dos fragmentos do DNA, foi
utilizado o set de primers para o Dominio Bacteria: 968F
(5' - AACGCGAAGAACCTTAC - 3", junto com o GC
clamp (5' - CGC CCG CCG GGG CGC GCC CCG GGC
GGG GCG GGG GCA CGG GGGG -3) e 1392R (5' -
AACG GGC GGT GTG TAC - 3') descritos por Nilsen et
al.[15]. Para o Dominio Archaea foi utilizado o set de
primers 1100F (5' - AAC CGT CGA CAG TCA GGY
AAC GAG CGAG - 3'), junto com o GC clamp e 1400 R
(§'- CGC CGA ATT CGT GCA AGG AGC AGG GAC -
3") descritos por Kudo et al.[16]. Para o Grupo das BRS, o
set de primers usado foi 341F (5' - CCT ACG GGA GGC
AGC AG - 3'), junto com o GC clamp e 907 R (§' - CCG
TCA ATT CCT TTR AGT TT - 3" descritos por
Nakagawa et al. [17]. Os produtos do PCR foram
utilizados para a separagdo dos fragmentos de DNA de
mesmo tamanho na metodologia do DGGE [19]. A
amplifica¢do dos fragmentos do gene RNAr 16S para as
andlises de PCR foi programada de acordo com os
primers usados, sendo para o Dominio Archaea,
protocolo descrito por Kudo et al. [16]., Dominio
Bacteria, de acordo com Nilsen et al. [15] e para o Grupo
das BRS por Nakagawa et al. [17].

A solugdo do gel de gradiente desnaturante foi
utilizada nas seguintes concentra¢des: 35% e 55% para o
Dominio Archaea; 30% e 60% para o Dominio Bactéria e
Grupo BRS. O aparelho utilizado para a leitura dos
padrdes de bandas obtidas no DGGE foi o Eagle Eye
TMIII (Stratagen) sob exposicdo de a 254 nm UV,
acoplado ao computador e software Eagle Sight. O
controle positivo para o Dominio Archaea foram culturas
DSM 668 - HS - Halobacterium salinarum e ATCC

43241 - Methanosarcina barkeri. Para o Dominio Bacteria -
Pseudomonas sp e DMS 183 - Allochromatium vinosum e;
para o Grupo BRS ATCC 23193 - Desulfotomaculum

ruminis.
2.3.1.1 Densidade relativa das bandas

A avaliacdo das bandas foi feita considerando-se a sua
presenca ou auséncia. Para a medida de distdncia entre as
bandas dos diferentes ensaios (canaletas) foi adotado o
método Jaccard e dendograma UPMGA de acordo com Graur
e Li[19].

2.4 Estatistica dos dados experimentais

Foi aplicado o programa BioEstat 3.0, com objetivo de
comparar os resultados obtidos nos diferentes ensaios. Os
célculos realizados e o tratamento estatistico foram feitos por
meio do Microsoft Excel 2000. Os testes de hipétese
utilizados foram Kruskal-Wallis, Anova - um critério e t-
Student.

3 Resultados e discussao

Ensaios preliminares foram realizados (dados ndo
apresentados), com reatores anaerébios com diversas
concentracdes de fenol e sulfato. Nesses ensaios o lodo
anaerdbio utilizado foi enriquecido com substratos organicos
previamente sem fenol, com objetivo de propiciar aumento da
biomassa e diversidade de bactérias capaz de consumir o
composto aromdtico. Os reatores foram montados nas
propor¢des de 1,5 mols de fenol/mol de sulfato. Nesses
ensaios, onde a unica fonte de carbono foi fenol, a degradacédo
foi muito lenta, justificando assim, a adicdo de extrato de
levedura nos ensaios seguintes. No entanto, ndo foi detectada
a presenca de sulfeto. Provavelmente, esse composto foi
produzido e, instantaneamente consumido pelo consércio
microbiano presente. Tal hipdtese justificou a ndo efetivacio
dessa andlise nos ensaios posteriores.

A Tabela 1 sumariza os resultados obtidos no ensaio de
degradacdio para os cinco ensaios estudados. A Figura 1
apresenta o comportamento dos reatores para o consumo de
fenol e sulfato. Os reatores do ensaio I (fenol 240 mg Lh
obtiveram 100% de remocdo em 11 dias. Aos trés dias do
inicio do ensaio a remogdo de fenol foi de aproximadamente
5%. Com sete dias a concentracao de fenol foi de 90 mg Lo
que representou degradacdo de 62%. A produgdo de metano
ocorreu apds 24 horas com concentragdes de 146 mg L, aos
50 dias foi de 400 mg L' e aos 59 dias a concentragio de
metano foi de 300 mg L' apresentando estabilidade do
sistema. Mesmo sem fenol como fonte de carbono, pois este
foi degradado em 11 dias, dcidos organicos gerados no
processo de degradacdo ou endogenia fez com que houvesse
ainda liberagdo de metano no headspace do reator.

Os reatores dos ensaios II (fenol 234 mg L' e sulfato
162,5 mg L'l) e; ensaio III (fenol 256 mg L' e sulfato 500
mg L") tiveram remocdes de fenol de 100% e 99%
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respectivamente, aos 17 dias de operacdo. As
concentracdes de metano, apds 24 horas, foram de 127,7
mg L' e 157,7 mg L' e aos 57 dias foi de 333,8 mg L' e
316 mg L' para as condigdes II e III, respectivamente e
estabilizacdo do sistema ocorreu aos 59 dias. Ambas os
ensaios realizados (II e III) apresentaram comportamento
semelhante quanto a geragdo de metano, quando
comparado com a condi¢do I, onde somente fenol foi
adicionado. No entanto, a presenga de sulfato retardou a
degradacdo do fenol em 6 dias quando comparada com o
ensaio I (somente fenol).

O fato dos reatores dos ensaios I, II, III terem sido
operados em condi¢des nutricionais distintas ndo houve
diferencas significativas na eficiéncia de degradagdo do fenol.
Esse fato foi confirmado com a aplicag@o do teste de hipétese
ANOVA, com nivel de significincia de 5%, obtendo-se p =
0,9096. Os reatores foram considerados estatisticamente
iguais. Ressalta-se que a degradacdo final foi semelhante, mas
deve-se levar em consideragdo a duragdo da degradagdo do
fenol, que foi mais rdpida na auséncia de sulfato. Isso
demonstra o potencial do sulfato em inibir o processo
fermentativo dos microrganismos presentes nos reatores.

Tabela 1. Remogio de fenol, sulfato e geracdo de metano nos reatores

Producao CH,
Reatores Remocio (%)
- (mgL™"
Condicao -
Fenol Sulfato Ext.Lev. Apés
Fenol Sulfato Final
(mg L") (mg L") (%) 1 dia
300,0
1 240 ) 0.05 100 (11dias) - 146 .
(59 dias)
100 98,8 290,5
127,7
2 234 162,5 0,05 . . ’ .
(17dias) (24 dias) (59 dias)
99,3 100 289,6
157,5
3 256 500 0,05 . . ’ .
(17dias) (50 dias) (59 dias)
100 203,3
4 i 200 0,05 i . 436 :
(13 dias) (30 dias)
100 273,9
5 - 170 ) - . 160,2 .
(14 dias) (57 dias)

Nos ensaios controle, IV (sulfato- 200 mg L'e
extrato de levedura - 0,05%) e V (somente sulfato -170
mg L), apresentaram reducio do sulfato completamente
em 13 e 14 dias, respectivamente. Ap6s 24 horas, as
concentracdes de metano foram de 160,2 mg L'e43,6 mg
L', respectivamente. Essa diferenca nas concentragdes de
metano, pode ser atribuida a presenga de extrato de
levedura que proporciona maior quantidade carbono
disponivel para a fermentacdo e geracdo de metano. A
adigdo de extrato de levedura favoreceu o crescimento de
bactérias fermentativas e por sua vez, proporcionou
melhores condigdes a metanogénese. A estabilizacdo na
producdo de metano, ocorreu aos 30 dias com 203,3 mg/l
para o ensaio IV e aos 57 dias para ensaio V com 273,9
mg L. A reducdo do sulfato ocorreu mesmo sem as fontes
organicas adicionadas. Esse processo pode ter ocorrido
devido: (1) presenga de acidos organicos provenientes do
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indculo; (2) decomposicdo celular com liberacdo de dcidos
organicos e; (3) metabolismo microbiano endégeno.

Ensaios preliminares foram realizados com fenol (470
mg/L) como unica fonte de carbono e sulfato (283 mg LY.
Entretanto, até 94 dias de operacdo apenas 12% de fenol e
25% de sulfato foram consumidos. Tal fato justificou a adigdo
do extrato de levedura nos experimentos realizados. A adicdo
de extrato de levedura, no inicio dos ensaios, pareceu ser o
fator acelerador na degradagdo do fenol. A rica composicdo do
extrato de levedura em aminoacidos essenciais, além de
excelente fonte de nitrogénio e carbono [20], justificou o
aumento das concentragdes de metano mesmo apds o
consumo do fenol. Barkovskii et al. [21] verificaram que o
fenol nao foi degradado sem a adi¢do de extrato de levedura; o
que confirmou sua importincia na biodegradacio anaerdbia.
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Fig. 1 - Variacao temporal da concentrac@o de (a) fenol; (b) sulfato; nos reatores em batelada para os ensaios : I (fenol - 240 mg LY); II (fenol - 234
mg L' e sulfato - 162,5 mg L™); III (fenol - 256 mg L™ e sulfato - 500 mg L) e; (c) sulfato, nos reatores controle dos ensaios IV (sulfato - 200 mg
L") eV (sulfato -170 mg L sem extrato de levedura).

As determinacdes de sélidos totais volateis para os 2 C¢HsO + 8 H,O — 5 CH;COOH + 2 CHy4 3)
reatores dos ensaios I, II, III, IV e V ndo apresentaram
diferencas significativas entre o inicio e final dos ensaios 2 C4HgO + SO.* + 6 H,O — 6 CH;COOH +S*  (4)
(menores de 10%) ndo sendo possivel inferir sobre
variagdo da concentragdo de biomassa microbiana. 2 CHeO + SO + 6 HyO — 6CH, + 6CO, 48> (5)

O modelo de degradacdo de fenol via fermentacdo
anaerébia pode ser expresso pelas equacdes (2) com
transformagdo a metano e monéxido de carbono ou (3) a
dcido acético e metano. Com adicdo de sulfato a
degradacdo anaerébia de fenol pode ser expressa pelas
equacdes (4) com transformacio a dcido acético e sulfeto
ou, (5) a metano e sulfeto, como descrito a seguir:

Em todos os ensaios de degradacdo realizados, a
concentracdo de 4cidos organicos esteve abaixo do limite de
deteccdo do método (acético 5,13 mg L propidnico 13,46
mg L, isobutirico 14,91 mg L, butirico 25,45 mg L
isovalérico 7,90 mg L, valérico 12,46 mg LY, capréico 6,63
mg L. Resultados similares foram observados por Bolafios
et al. [5] e Fang et al. [2] na degradacdo de fenol utilizando
2 CeHeO +8 H,0 — 7 CH, +5 CO; @ Reator Anaerébigo Horizontal de I%eito %ixo (RAHLF) e reator
anaerébio de fluxo ascendente e manta de lodo (UASB), Esse
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fato pode 1ndlcar que o fenol foi removido e ndo
convertido em produtos intermedidrios [5], de acordo com
as equacdes (2) e (5) ou; provavelmente, vérios dcidos
foram produzidos; como descrito nas equacdes (3) e (4), e
serviram como fonte de carbono para os microrganismos
metanogénicos [22], e, instantaneamente, consumidos
nesses reatores, ndo sendo possivel sua deteccao.
Morfologias  semelhantes &  Methanosaeta e
Methanosarcina  além de bacilos fluorescentes,
semelhantes a Methanobacterium foram observados em
microscopia 6ptica em todas os ensaios (I, IL, III, IV e V),

conforme ilustrado na Figura 2. Porém, para que as etapas da
degradacdio do fenol em &cidos volateis fossem detectadas
seria necessdria adicdo de inibidores da atividade
metanogénica como dcido bromo-etano-sulfonico (BES) [9 e
23]. Segundo Karlsson er al. [23], as presencas de
microrganismos  metanogénicos ou homoacetogénicos,
contribuiram para a degradacdo do fenol, pois utilizaram os
acidos organicos formados durante esse processo.

Fig. 2 - Morfologias observadas através de microscopia de contraste de fase de amostras de reatores alimentados com fenol, sulfato e extrato de
levedura: (a) bacilos curvos, morfologias semelhantes a Methanosaeta sp, cocos e bacilos, (b) morfologias semelhantes a Methanosaeta sp. e cocos.

A Figura 3 ilustra a dissimilaridade do perfil das bandas
de DGGE para o Dominio Bacteria e grupo BRS. As
diferencas foram evidenciadas em relacdo ao inéculo e as
condi¢des impostas no experimento.

Para o Dominio Bacteria as popula¢des microbianas do
in6culo (I) apresentaram-se 19% diferentes em relacio as
populacdes que foram favorecidas nos ensaios (caneletas
1, 2, 3, 4 e 5). Os reatores dos ensaios II e IIl onde as
concentracdes de fenol foram de 234 e 256 mg L'e
sulfato de 162,5 e 500 mg L respectivamente, nao
apresentaram diferengas significativas na estrutura da
comunidade microbiana. Nesse caso pode-se afirmar que
as populacdes microbianas permaneceram nos reatores
apesar das diferentes concentra¢des de sulfato. Esse fato
pode ser explicado através do comportamento do
consumo de fenol nesses reatores. Para o ensaio I obteve-
se consumo total de fenol com 11 dias de operagdo; como
ndo havia sulfato nesse reator, admitiu-se que o fenol foi
consumido por populagdes fermentativas. Nos ensaios II e
I foram obtidos consumos do fenol na mesma
porcentagem que o ensaio I, porém em 17 dias. Nesse
caso o fenol também foi consumido pelas bactérias

fermentativas, pois a redug¢do do sulfato ocorreu muitos dias
ap6s a degradacdo total do fenol, levando 24 e 50 dias nos
ensaios II e I1I, respectivamente.

Para o grupo das BRS as populacdes microbianas do
inéculo (canaleta I) apresentaram-se 21,4% diferentes em
relacdo as populagdes favorecidas de acordo com as condicdes
impostas nos ensaios (canaletas 1, 2, 3, 4 e 5). Os reatores dos
ensaios (IV) e (V) ndo apresentaram diferencas entre as
populagdes microbianas. Esse fato foi confirmado também
pelo consumo total do sulfato que foram muito préximos (13 e
14 dias), conforme Tabela 1.

As condi¢des impostas nos ensaios foram adequadas para
manutencio das popula¢des de bactérias advindas do indculo.
As diferencas entre as populacdes tanto para o Dominio
Bacteria quanto para o grupo BRS foram préximos de 20%,
em relacdo ao indculo, confirmando os resultados dos testes
estatisticos aplicados aos resultados.

O inéculo anaerébio misto apresentou potencial em
degradar fenol em condi¢des fermentativas, no entanto a
degradacdo sulfetogénica do fenol ndo pode ser constatada.
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18.64

1067

17.02

1.57

279

18.6

Grupo BRS

Fig. 3 - Anilises dos dendogramas de bandas do DGGE do Dominio Bacteria e Grupo das BRS: (I) in6culo; (1) (fenol - 240 mg L™"); (2) (fenol -
234 mg L' e sulfato 162,5 mg L"); (3) (fenol - 256 mg L™ e sulfato 500 mg L™ ); (4) (sulfato - 200 mg L™); (5) (sulfato - 170 mg L', sem extrato de

levedura).

A diversidade microbiana presente no indculo foi
mantida nos diversos reatores. Esse fato pode ter sido
decorrente da composi¢do do meio nutricional e também
ao tempo de operacdo dos reatores, uma vez que o fenol
foi degradado antes dos primeiros 20 dias de operac@o. As
condi¢des  nutricionais  impostas  propiciaram  a
permanéncia de populacdes microbianas capazes de
fermentar fenol, no entanto a degradacdo do fenol nio
ocorreu concomitante a reducéo do sulfato.

Para o Dominio Archaea foi  observada
homogeneidade na estrutura das populagdes das
comunidades microbianas dos diferentes ensaios. Ou seja;
os resultados de perfis de DGGE apresentaram
populagdes 100% semelhantes entre o indculo e as
condi¢des impostas pelo experimento. As populagdes
microbianas advindas do indculo permaneceram nos
reatores alimentados com fenol; sulfato e nos reatores
controles com sulfato (ensaio IV) e somente sulfato
(ensaio V). Essa comprovacdo foi evidenciada nas

andlises de microscopia dptica onde ocorreram presengas de
morfologias semelhantes & Methanosaeta sp. e Methaosarcina
sp, além de bacilos fluorescentes em todos reatores. A
presenca de tais arquéias foi justificada; uma vez que esses
microrganismos utilizam compostos intermedidrios da
degradacio anaerdbia.

A técnica de PCR/DGGE confirmou que, ndo houve
variagdo significativa das populacdes microbianas e estas
foram capazes de degradar fenol. Desse modo, a diversidade
microbiana do inéculo continha bactérias fermentativas, BRS,
além de arquéias metanogénicas. Mesmo constatado a
presenca de BRS, a degradacio do fenol foi devido a
processos fermentativos. Alguns pesquisadores atribuiram a
degradacido do fenol pelas BRS: Boopathy [9] isolou bactéria
redutora de sulfato de indculo de suinocultura e esse
microrganismo foi capaz de degradar fenol a dcido acético na
presenca de sulfato. Knight ef al. [24] conseguiram degradar
fenol com consdrcio microbiano sob condi¢des sulfetogénicas.
Kleikemper et al. [22] verificaram que ndo houve alteracdo no
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perfil do DGGE entre as popula¢des de microrganismos
redutores de sulfato originados de aqiiifero contaminado
por hidrocarbonetos de petréleo.

4 Conclusao

A degradagdo de fenol ocorreu nos reatores por
processos fermentativos.

As concentracdes de fenol utilizadas neste trabalho ndo
foram tdxicas para as populacdes do Dominio Archaea,
Bacteria e grupo BRS.

Apesar da presenca de BRS na biomassa dos reatores,
a degradacdo do fenol ndo foi por via sulfetogénica, uma
vez que a reducdo do sulfato ocorreu muito depois de todo
fenol adicionado ter sido degradado.

As andlises do DGGE confirmaram que as populagdes
microbianas presentes no indculo permaneceram nos
reatores sob as condi¢Ges nutricionais distintas, em todo
periodo dos experimentos.
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PHENOL ANAEROBIC DEGRADATION IN
BATCH REACTORS ON DIFFERENT
NUTRITIONAL CONDITIONS

ABSTRACT: The goal of this research was to assess
phenol degradation on different nutritional conditions.
The reactors were carried out in a batch fed with phenol,
sulfate and yeast extract, at 30+1°C, under 150 rpm
agitation. The reactors fed with phenol (240 mg L) and
yeast extract obtained 100% degradation efficiency in 11
days. The reactors fed with phenol (234 mg L), sulfate
(162.5 mg L") and yeast extract; and phenol (256 mg L"),
sulfate (500 mg L") and yeast extract obtained
degradation efficiency of 98.8% and 99.3%, respectively,
in 17 days. Such efficiencies were obtained by the
addition of yeast extract in the reactors, in the beginning
of the essays. The analysis of Molecular Biology had
confirmed that the present bacterial community in
inoculum remained in the reactors, although to have been
operated under distinct nutritional conditions. These
conditions had propitiated the permanence of bacterial
populations capable to degrade phenol; to leaven phenol
and to use sulfate as acceptor electron end.

Keywords: microorganisms anaerobics, phenol, yeast of extract, RSB.
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