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RESUMO

MAINTINGUER, S. M. (2004). Degradagio anaercbia de fenol sob diferentes
condigdes nutricionais. Sio Carlos — SP, 99p. Dissertagio (Mestrado) — Escola de

Engenharia de Sdo Carlos, Universidade de Sdo Paulo.

A tecnologia anaerébia tem sido utilizada com sucesso no tratamento de agua
residuaria contendo compostos fenodlicos. Recentes pesquisas incluem tais compostos
entre aqueles que podem ser degradados através desse processo. O objetivo desse
trabalho foi avaliar a degradagdo do fenol em diferentes condigdes nutricionais,
com énfase na redugdo do sulfato. Os experimentos foram realizados com meio de
cultura especifico para esses microrganismos anaerobios. Foram realizados ensaios
de degradagiio em reatores em batelada alimentados nas seguintes condigdes: (1)
fenol e sulfato, a diferentes concentragdes, com indculo previamente enriquecido;
(2) fenol, sulfato e co-substratos e; (3) fenol, sulfato e extrato de levedura. Todos os
ensaios foram realizados em temperatura de 30°C, sob agitagiio de 150 rpm. Foi
avaliado o consumo de fenol e sulfato e, produgido de metano, em fungio do tempo,
para diferentes concentragtes iniciais de fenol e sulfato. Nos ensaios com reatores
alimentados com fenol (329,3 mg/l); fenol (307,3 mg/l) e sulfato (160 mg/l); fenol
(322.3 mg/l), sulfato (160 mg/l) e lactato (478,16 mg/l); fenol (332,1 mg/l), sulfato
(150 mg/l) e etanol (129,76 mg/l), a remogdo foi de, respectivamente, 99,8%, 98,2%,
98,8% e 98,8%. Os reatores alimentados com fenol (239,7 mg/l) obtiveram 100% de
eficiéncia na degradagdo em apenas 11 dias e, os reatores alimentados com fenol
(234,3 mg/l) e sulfato (162,5 mg/l) e fenol (256,0 mg/l) e sulfato (500 mg/l) tiveram
eficiéncias de degradacdo de, respectivamente, 98,8% e 99,3% com 17 dias de
operagio. Tais eficiéncias foram obtidas pelo acréscimo de extrato de levedura nos
reatores, no inicio dos ensaios. A caracterizagio morfologica foi realizada através
de microscopia Optica. A diversidade microbiana referente aos Dominios Bacteria e
Archaea, além do grupo de bactérias redutoras de sulfato foi avaliada através da
técnica de PCR DGGE, onde foram observadas alteragbes nas populagBes
microbianas, em fungdo das condi¢des nutricionais, Para o Dominio Archaea ndo
foram observadas diferengas nos ensaios realizados. Para o Dominio Bacferia e
Grupo das BRS essas diferengas foram, mais facilmente, percebidas com relagio ao
inoculo e entre os diversos reatores. A alteragdo na diversidade microbiana pode ter
sido decorrente da composi¢do do meio que, nesse caso, foi especifico para BRS e a
composi¢do do indculo que continha parte previamente adaptada as BRS. Essas
condigbes adequadas puderam propiciar  surgimento e desenvolvimento de
populagdes microbianas capazes de degradar fenol, utilizando sulfato.

Palavras-chave: fenol, redugdo de sulfato, extrato de levedura, microrganismos
anaerobios.



ABSTRACT

MAINTINGUER, SM. (2004). Degradagdo anaerdbia de fenol sob diferentes
condigbes nutricionais. Sdo Carlos — SP, 99p. Dissertagdo (Mestrado) — Escola de

Engenharia de Sdo Carlos, Universidade de Sio Paulo.

The anaerobic technology has been successfully used to treat wastewater containing
phenolic compounds. Recent research includes such compounds among those that
can be degraded through this process. The goal of this project was to assess phenol
degradation in different nutritional conditions, focusing on sulfate reduction. The
essays were carried out in a specific culture mean for these kinds of anaerobic
microorganisms. Degradation essays were carried out in a batch reactor fed in the
following ways: (1) phenol and sulfate, in different concentrations, with previously
enriched inoculum; (2) phenol, sulfate and co-substrates and; (3) phenol, sulfate and
yeast extract. All the essays were carried out at 30°C, under 150 rpm agitation. The
consumption of phenol and sulfate and, methane production, in function of time, for
different initial concentrations of phenol and sulfate was assessed. In the essays the
reactors were fed with phenol (329.3 mg/l); phenol (307.3 mg/l) and sulfate (160
mg/l); phenol (322.3 mg/l), sulfate (160 mg/l) and lactate (478.16 mg/l); phenol
(332.1 mg/l), sulfate (150 mg/l) and ethanol (129.76 mg/l), the removal was of,
respectively, 99.8%, 98.2%, 98.8% and 98.8%. The reactors fed with phenol (239.7
mg/l) obtained 100% degradation efficiency in only 11 days. The reactors fed with
phenol (234.3 mg/l) and sulfate (162.5 mg/l) and phenol (256.0 mg/l) and sulfate
(500 mg/l) obtained degradation efficiency of 98.8% and 99.3%, respectively, in only
17 days of operation. Such efficiencies were obtained by the increase of yeast extract
in the reactors, in the beginning of the essays. The morphological characterization
was carried out by optical microscopy. The microbial diversity regarding the
Bacteria and Archaea Domain, besides the sulfate reducing bacteria group was
assessed through the PCR DGGE technique, where alterations were seen in the
microbial population, due to nutritional conditions. For the Archaea Domain, no
differences were seen in all the essays. For the Bacferia Domain and the SRB Group
these differences were easily seen, noticed by the inoculum and the diverse reactors.
The alteration in the microbial diversity might have occurred due to culture mean
composition that, in this case, was specific for SRB and also due to inoculum
composition that contained a part previously adapted to SRB. These adequate
conditions could promote appearance and development of microbial population
capable of degrading phenol, using sulfate.

Keywords: phenol, sulfate reduction, yeast extract, anaerobic microorganisms.



1. INTRODUCAO

Compostos fenolicos e seus derivados estdo presentes em todo o ambiente.
Raizes de plantas liberam variedade de compostos fenélicos que sdo denominados
metabolitos secundarios, incluindo 4-hidroxibenzoato e os 4cidos ferulico, comarico,
vanilico, cindmico e siringico. Também ocorrem no ambiente como intermediarios
da biodegradagido de polimeros naturais contendo anéis aromaticos, como lignina e
taninos. Além disso, o fenol pode apresentar-se como intermediario durante a
degradagdo de compostos xenobioticos. Neste caso, a poluigio por fenol estd
associada a sua presenga em aguas residuarias provenientes de minas de carvio,
refinarias de petroleo, preservagdo de madeira e industrias quimicas. Fenois e seus
derivados sdio usados na preparagio de ampla variedade de compostos especificos,
como antioxidantes, herbicidas, adesivos, solventes e resinas sintéticas (ZHOU &
FANG, 1997).

Fenol, clorofenol e cresol, tém sido designados poluentes primarios pela
Agéncia de Protegdo Ambiental dos Estados Unidos. Os fendis sio toxicos ou letais a
peixes, mesmo em concentragdes muito baixas (5 mg/l a 25 mg/l). O limite
permissivel em efluentes industriais € de 0,5 mg/l. Niveis superiores afetam a vida
aquatica causando desequilibrio ecoldgico no corpo receptor. E toxico ao homem em
concentragdes de 13,0 mg/Kg corporal ¢ 10,0 g no organismo é fatal (COSTA,
1994).

A Portaria n°. 36/GM de 19/01/1990, do Ministério da Saude, classifica o
fenol como substincia que confere odor a dgua potével, principalmente apos a
cloragdo. O limite maximo permitido de fenol na agua potavel é de 0,1 pg/L
(MINISTERIO DA SAUDE, 1990).

O uso da tecnologia anaerObia para tratamento de agua residuaria tem
intensificado devido as vantagens sobre os processos aerdbios, principalmente, no
consumo de energia e produgdo de lodo. Pesquisas recentes tém permitido incluir
muitos compostos fenolicos dentre aqueles que podem ser tratados por processos
anaerobios (BOLANOS e al., 2001).

A degradagdo de fenol ¢ processo complexo envolvendo uma seqiiéncia de
passos, cada um deles executado por grupos especificos de microrganismos. De

acordo com ZHOU & FANG (1997), os fenois sdo primeiramente degradados por



bactérias acidogénicas em benzoato, posteriormente convertidos em acetato
(bactérias acetogénicas) e, finalmente, em metano pelas arqueas metanogénicas.

A demonstragio do sucesso da biorremediagio para remocgdo de varios
contaminantes organicos tem encorajado muitos pesquisadores a estudar o
metabolismo do fenol e outros compostos aromaticos. Varias tentativas tém sido
feitas para estudar pé ,a/ aspectos fisiologicos das bactérias anaerdbias presentes em
residuos de suinocultura em consorcios microbianos capazes de degradar fenol
(Boopathy, 1997).

No entanto, existem questGes a serem respondidas, como por exemplo, a
importdncia do inéculo e o papel das bactérias redutoras de sulfato (BRS) na
utilizagio desse composto. Sob tais consideragdes, nesse trabalho pretendeu-se
avaliar a utilizagfio de fenol por cultura enriquecida de BRS sob diferentes condigGes

nutrictonais.



2. OBJETIVOS

2.1.OBJETIVO GERAL

Avaliar a degradagdo de fenol em reatores anaerdbios em batelada sob

diferentes condigdes nutricionais.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

° Avaliar a degradagéo do fenol na presenga de sulfato;

o Avaliar a degradagdo de fenol na presenga de co-substratos;

e Avaliar a degradagdo do fenol na presenga de extrato de levedura;

° Caracterizar morfologicamente /,08 microrganismos presentes nos

reatores anaerobios em batelada; e
o Avaliar e comparar a diversidade da comunidade microbiana nos

diferentes ensaios, utilizando técnicas de biologia molecular.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Caracteristicas quimicas do fenol

O fenol tem em sua molécula pelo menos um grupo OH" ligado diretamente
ao anel aromatico (Figura 1) (HOLUM, 1994). E também conhecido como 4cido
carbolico, acido fénico, acido fenilico, hidréxido fenil, hidroxibenzeno, oxibenzeno
(THE MERCK INDEX, 1996). Em geral sdo solidos, pouco soliveis em agua, de
cheiro forte caracteristico. S#o toxicos e tém agdo chustica sobre a pele. E um écido
fraco, com constante de dissociagio (K,) para acidos igual a 1,0 x 107° (25° C); ¢
mais fraco que o acido acético, no entanto, capaz de neutralizar grupamentos OH’
(HOLUM, 1994). A Figura 3. 1 apresenta a formula estrutural do fenol. Algumas

caracteristicas fisico-quimicas do fenol estdao apresentadas na Tabela 3. 1.

OH

Figura 3. 1 Férmula estrutural do fenol,



Tabela 3. 1 Caracteristicas fisico-quimicas do fenol.

Caracteristicas Descriciio

Formula Molecular CsHsO

Massa Molecular 94,11 g (C: 76,7%; H: 6,43%; O: 17%)

Densidade 1.071 g/em’

pK, a25°C 10,0

Forma Fisica Cristais incolores

pH solugéo aquosa 6,0

Solavel alcool, cloroférmio, éter, glicerol,
dissulfeto de carbono, vaselina, acidos
volateis e fixos, 6leos volateis e fixos e

hidroxidos aquosos.
Quase insolavel éter de petroleo

Fonte: THE MERK INDEX (1998)

3.2. Os fendis e sua influéncia nos vegetais

As plantas superiores como estdo fixas no solo sdo incapazes de fugir dos
predadores. Sendo assim , desenvolvem mecanismos de defesa que podem funcionar
como toxinas provocando disturbios no predador. Esses mecanismos de defesa
desenvolvidos pelas plantas sio chamados metabdlitos secundarios. Os compostos
fenolicos sdo classificados como metabolitos secundarios (LARCHER, 2000).

Os fenodis podem apresentar-se na forma de taninos e flavonoides. Os taninos
hidrolisaveis sdo compostos derivados do acido galico ou egalico. Tém propriedades
antimicrobianas; sdo inibidores de crescimento por precipitarem proteinas existentes
nos alimentos.

Os flavondides sdo derivados da via metabolica do acetato e chiquimato.

A Tabela 3. 2 descreve a abrangéncia dos fendis e seus efeitos em vegetais

inferiores e superiores.



superiores,

Tabela 3. 2 Descriciio da classe de fendis, abrangéncia e efeitos em vegetais inferiores ¢

CLASSE

ABRANGENCIA

EFEITO

Fendis Simples

Nas folhas e no cortex,

em liquens e

Antibidtico ,

alelopatico e

microalgas detergente
Fendis halogenados | Algas marinhas Amargo
Coloragio,
Flavonoides Distribui¢do universal | pigmento de
prote¢do contra
raios UV,
antioxidante
Taninos Células do Amargo, antibiotico
parénquima,
idioplastos e liquens
Antibiotico, toxico
Dibenzofurano Liquens

Fonte: Larcher, 2000,

3.3 Processos Anaerdbios de Degradaciio de I'enol

BOYD ef al. (1983) utilizaram lodo de esgoto municipal (Jackson, Mich.,
EUA) de digestor anaerdbio primario para testes de degradagio anaerdbia de fenol e
isdbmeros (orto, meta e para) de clorofenol (50 mg/l), metoxifenol (50 mg/l),
metilfenol (50 mg/l), cresol e nitrofenol (50 mg/l). Os reatores anaerdbios foram
preparados em frascos de 2 litros, contendo no hesdspace a mistura de No/CO,
(90/10%), com 10% de indculo. Dos 12 mono-fendis substituidos examinados,
somente p-clorofenol e o-cresol ndo foram significantemente degradados durante o
periodo de 8 semanas de incubagdo. O m-cresol necessitou de 7 semanas para o
completo desaparecimento, enquanto que os outros fendis mono-substituidos e fenol

desapareceram durante as primeiras 3 semanas de incubagfo. As concentragdes de



todos os compostos testados ndo alteraram nos controles estéreis. A mineralizagdo
completa dos fenodis, com 10% de lodo foi monitorada pela produgdo de metano
(CH4). A produgdio de CHy foi maior que 90% para os seguintes compostos: o-
clorofenol, m-cresol, p-cresol, o-nitrofenol. Em relagéio a o-, m- e p-metoxifenois, p-
clorofenol e o-cresol, ndo ocorreu degradagio e conseqiiente produgio de CHy.
Outros compostos, tais como m-nitrofenol e p-nitrofenol desapareceram
completamente, mas ndo produziram quantidade de CHy4 esperada. Na presenca de mi-
clorofenol a produgéo de CH; foi observado somente apos 5 a 8 semanas. Resultados

similares foram observados para m e p-nitrofenol.

FANG ef al. (1995) verificaram a degradagdo de 97% de fenol em reator
UASB, com 12 horas de tempo de detengdo hidraulica, a 37°C, para concentragio
inicial de 1260mg/l, correspondendo a 3000mg/l de DQO e taxa de carregamento
organico de 6g DQO/I/d. Os granulos no reator tiveram periodo de aclimatagdo
prolongado para desenvolver a capacidade de degradar fenol. Essa capacidade
diminuiu quando os grinulos foram expostos a mudangas repentinas de carga
organica. No entanto, o prejuizo ndo foi permanente e a recuperagio foi gradual e
prolongada Os autores evidenciaram no granulo, as presengas de Synfrophus
buswellii, Methanosaeta, Methanospirillum hungatei e Methanobrevibacter.
Syntrophus buswellii foi o microrganismo anaerdbio mais abundante, evidenciando

que, na degradagio anaerdbia, fenol foi primeiramente convertido a benzoato.

ZHOU & FANG (1997) realizaram experimentos em reator UASB, a 37°C ¢
tempo de deten¢do de 24 h, por 444 dias. A agua residuaria continha fenol e m-
cresol. Sacarose foi adicionada como co-substrato durante a partida do reator. Os
experimentos foram conduzidos nas seguintes fases: (1) concentragio de sacarose
(2000 mg/l) foi diminuida com o aumento da concentragdo de fenol, (2) agua
residuaria foi preparada com fenol e m-cresol, sem sacarose; (3) alimentagdo do
reator com 600 mg/l de fenol e concentragSes de m-cresol na faixa de 200 mg/l a 800
mg/l.

Na fase 2, a biomassa foi capaz de degradar 98% de fenol e 20% de m-cresol,

para concentragdes iniciais de 900 mg/l e 320mg/l, respectivamente. Para



concentragdes maiores desses compostos, a atividade da biomassa foi drasticamente
prejudicada. Posteriormente, os autores, diminuiram as concentragdes dos compostos
e, mesmo assim a biomassa nfio foi capaz de recuperar a degradagdo. Os autores
verificaram que o reator UASB apresentou eficiéncia de remogdo de fenol de 97%,
com tempo de deteng¢@o de 12 horas, para concentragdes de fenol de 1260 mg/l. No
entanto, foi verificado que a diminuigdo da atividade dos granulos foi relacionada
com o aumento da concentragdo de m-cresol. Nesse caso, a agua residuaria continha
400 mg/l de m-cresol e 1100 mg/l de fenol. No experimento continuo, as
concentragcdes de intermediarios, incluindo benzoat(j/,.fe acidos graxos volateis,
estiveram presentes abaixo dos limites detectaveis (<1 mg/l). Isso pareceu sugerir

que o passo limitante das degradagdes de fenol e de m-cresol foi relacionado com a

acidogénese, em vez de acetogénese e subseqiiente metanogénese.

KARLSOON ef al. (1999) estudaram a degradagao de fenol em reatores em
batelada sob condig¢Ges anaerobias estritas, em temperatura mesofilica e termofilica.
O modelo de degradagio de fenol foi baseado em resultados preliminares da
transformagdo de fenol a benzoato e acetato, em reatores alimentados com acido
bromoetanosulfonico (BES). O BES foi utilizado para inibir a atividade
metanogénica. O fenol foi inicialmente reduzido, formando benzoyl—Co/> A equagio

I descreve a relagao estequiométrica dessa degradagio.
3CHsO+2CO;+3H,O — 3 CH;COO +2C;Hs0y (])

KARLSSON ef al. (2000) estudaram a degradagido fermentativa do fenol
usando cultura ndo metanogénica enriquecida. Essa cultura continha  duas
morfologias distintas de bactérias. O experimento foi montado em condi¢des
anaerobias estritas. As culturas foram mantidas em meio contendo 470 mg/l de fenol
e 200 mg/l de extrato de levedura. O fenol foi fermentado a benzoato, acetato e

/

butirato.

BOLANOS ef al. (2001) verificaram que reator anaerdbio horizontal de leito

fixo com espuma de poliuretano pode ser usado potencialmente para o tratamento de



aguas residuarias contendo fenol. Segundo os autores, a alta eficiéncia na remogio de
fenol, cerca de 59%, o curto periodo de partida observado de 15 dias, com 12 horas
de tempo de detengdo hidraulica estiveram relacionados com a utilizagdo de
biomassa imobilizada. Ao final de cada operagdo, com diferentes concentragdes de
fenol, as bioparticulas presentes nas espumas de poliuretano foram observadas para
caracterizagdo microbiana. Em todas as condigdes de operagdo ocorreram
predominio de bacilos irregulares, vibrios, bacilos e filamentos septados. Além disso,
arqueas metandgénjcas, semelhantes a Methanosarcina e bacilos fluorescentes foram
observados em toda extensdo do reator. Os bacilos irregulares foram, provavelmente,
os microrganismos que oxidaram fenol. Esses bacilos apresentaram comportamento
pleomorfico quando a concentragdo de fenol foi progressivamente aumentada. O
vibrio nfo fluorescente foi relacionado com a bactéria fermentativa utilizadora de
acidos organicos.

A rapida aclimatagio da biomassa aderida as particulas de espuma de
poliuretano permitiu a estabilidade e o sucesso da operagio com concentragio de
fenol afluente aumentando de 50 mg/l até 1200 mg/l. Os resultados indicaram a
aplicagdo desse reator para propostas de biorremediagdo no tratamento de aguas
residuarias contendo fenol. A eficiéncia maxima de remogio de fenol foi concluida
para a carga orginica de 2,4g/l a 30°C + 1°C, com pH entre 7,5 a 8,0, e tempo de
detengdo hidraulica de 12 horas. A taxa de conversio maxima total, de 7,92 mg de

fenol/g STV/h, foi observada para concentragiio afluente de 900 mg/l.

SARFARAZ ef al. (2004) trabalharam com reator em batelada sequencial
alimentado com agua residuaria contendo fenol em concentragdes que variaram de
550 a 1150 mg/l. Utilizaram como inoculo lodo do tratamento de agua residuaria de
forno de coque que foi adaptado previamente ao fenol e nitrato. Posteriormente esse
lodo foi colocado no reator, ja em forma de granulos, ocupando 30% do volume
total. O reator foi operado por mais de um ano. Os pardmetros estudados foram os
tempos de abastecimento diferentes (ciclos) a taxas de reagdo e a influéncia das
concentragdes de fenol. Foram determinados DQO efluente, fenol | nitrato e nitrito
durante ciclos consecutivos. Os resultados obtidos para concentragdes iniciais de

1150 mg/l de fenol apresentaram remogdes que ultrapassaram 80%. Foram feitas
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microscopias dos granulos formados. Observou-se presenga de cocos gram-positivos

e alguns bacilos gram-negativos.

3.4, Microrganismos envolvidos na degradagio de fenol

BISAILLON ef al (1991) observaram consorcio anaerdbio na presenga de
fenol e proteose peptona, constituido por sete morfologias diferentes, tais como
bacilos, cocos, coco-bacilos e filamentos. Quando a proteose peptona foi substituida
por triptofano e lisina, as morfologias foram reduzidas a seis, nio sendo mais
observada a bactéria predominante. Apos o acido 2-bromoetanosulfonico (BES) ser
adicionado ao consorcio, as cadeias longas de bacilos deixaram de ser observadas,
sendo identificada, de acordo com suas caracteristicas morfologicas, como arqueas
semelhantes a Mehtanosaeta. A atividade carboxilante do consorcio foi afetada
quando proteose peptona foi substituida por glicose, glicerol, piruvato, acidos graxos

volateis ou bicarbonato de sodio.

LETOURNEAU ef al.(1995) realizaram diferentes tratamentos para
caracterizar os microrganismos e, eventualmente, facilitar o isolamento das células
degradadoras de fenol. Em todos os testes, os autores usaram como indculo, células
provenientes de consorcio metanogénico. Tais organismos degradaram fenol em
acido benzoxco' Sob condigdes aerdbias, apos 20 dias de incubagdo, fenol ndo foi
utilizado pelo L[OI]SOICIO conseqlientemente, o crescimento ndo foi observado no
meio solido. As células submetidas ao tratamento com calor (80°C), ou,
posteriormente, calor (80°C) e etanol, mantiveram a capacidade de degradar o fenol
em condigdes estritamente anaerobias. Contudo, essa degradagdo foi mais rapida em
culturas nfo submetidas a esses tratamentos. ObservagOes em microscopia optica de
células submetidas ao aquecimento durante 15 minutos, a 80°C, revelaram a presenga
de bacilos Gram-positivos. Nessa cultura, a produgdo de metano ndo foi detectada e

acido benzoico foi acumulado.

LETOURNEAU ef al.(1995) isolaram cinco culturas com morfologias
distintas, sob condigBes anaertbias, utilizando indculo aquecido a 80°C. Quatro

linhagens foram identificadas dentro do género Clostridium: C. ghonii (lnﬂﬂg,eml)
%
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C. hastiforme (linhagens 2 e 3) e C. glycolicum (linhagem 5). Somente uma
linhagem ndo foi identificada. Em todos os sub-cultivos, bactérias gram-negativas e
arqueas metanogénicas ndo foram observadas.

Esses resultados sugeriram que as bactérias formadoras de esporos estiveram
envolvidas na carboxilagio do fenol e as bactérias sensiveis ao calor foram
responsaveis pela degradagdo do acido benzoico. A bactéria que sobreviveu a 80°C,
também resistiu ao tratamento com etanol e etanol-calor (90°C). No entanto, algumas
linhagens foram eliminadas por esse tratamento mais intensivo como revelado por

observagdes macroscopicas e microscopicas.

LETOURNEAU e al ( 1995), relataram que a fungdo do Clostridium sp. no
consorcio microbiano nao pode ser demonstrado diretamente na degradagio do fenol.
E possivel que os microrganismos carboxilantes ndio cresceram no meio sélido ou
cresceram mais lentamente que as cinco linhagens isoladas. Isso explicou porque as
cinco linhagens ndo utilizaram fenol em cultura pura ou em co-cultura.
Provavelmente, os microrganismos carboxilantes transformaram fenol por
cometabolismo. Nesse caso, o carbono e fonte de energia foram peptona proteose ou
metabolito secundario produzido por outra linhagem. No meio solido, esse produto
ndo pdde ser avaliado e a linhagem caboxilante ndo pdde crescer para formar coldnia
isolada. Provavelmente, os microrganismos carboxilantes sejam uma das cinco
linhagens isoladas, mas, as condigdes proprias ndo foram reconstituidas para

apresentar essa atividade.

CHANG ef al. (1995) avaliaram a degradacdo de fenol (500mg/l), em reator
UASB alimentado com meio sintético. Os granulos eram de tamanho pequeno,
variando entre 0,61 mm a 0,77mm. Analise de microscopia eletrénica de varredura
mostrou a predomindncia de Merthanosaeta na superficie e no interior dos granulos.
A atividade metabolica especifica dos grupos troficos microbianos foi maior para

hidrogénio, seguido por acetato, benzoato, fenol e propionato.

SANCINETTI ef al. (2004) testaram reatores anaerobios em batelada

alimentados com fenol a diferentes concentragdes e sulfato (2,5 mg/l) inoculados
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com lodo proveniente de reator UASB do tratamento de residuos de suinocultura.
Foram obtidas degradacdes de fenol para concentragdes de 137 mg/l em 17 dias; 185
mg/l em 24 dias; 267 mg/l em 30 dias; 355 mg/l em 36 dias e 438 mg/l em 57 dias.
Quando as concentragdes testadas foram de 620 mg/l o experimento foi
interrompido porque, apos trés meses de operagio, ndo foi observado consumo de
fenol. Foram observados morfologias semelhantes a Methanosaeta sp e predominio

de bacilos fluorescentes.

3.5. Degradaciio de fenol e as bactérias redutoras de sulfato

BOOPATHY (1995) isolou e caracterizou bactéria redutora de sulfato (BRS)
de residuos de suinos. Essa bactéria usou fenol como unica fonte de carbono e
energia, convertendo-o em acido acético, na presenga de sulfato (960 mg/l). Para
cada mol de fenol metabolizado ocorreu produgio de dois moles de acido acético. O
acido acético ndo foi utilizado e a bactéria, portanto, considerada no grupo das
oxidadoras incompletas. As células isoladas eram bacilos curvos, anaerdbios estritos
e desulfoviridina positiva. O crescimento maximo com 47mg/l de fenol ocorreu em
48 horas, com absorbancia maxima de 0,29 (densidade optica) em 600nm. A cultura
necessitou de sulfato como aceptor final de elétrons para crescimento e metabolismo
do substrato. A BRS isolada cresceu com fenol e p-clorofenol. No entanto, nio

cresceu com 2,4-diclorofenol e pentaclorofenol.

BOOPATHY (1997) estudou diversos grupos de bactérias anaerdbias
presentes em residuos de suinocultura. Os experimentos foram montados para 2

consorcios distintos: bactérias redutoras de sulfato (BRS) e arqueas metanogénicas.

Foram adicionados 500 mg/l de fenol como fonte de carbono nos reatores. A
inibigio das BRS foi feita com a adigio de 799,7 mg/l de molibidato (MoO4?). A
degradagéo de fenol ocorreu nas culturas que receberam molibidado e decaiu até 0,94
mg/l.  Nos reatores sem adigio de molibidato a degradagdo foi insignificante
comparada com o controle. Nos reatores metanogénicos a inibigao foi induzida com
a adi¢do do acido bromoetanosulfonico (BESA).

As BRS foram responsaveis pela metabolizagdo do fenol a 4cido acético ¢ as

metanogénicas pela conversio do acetato a metano e CO,. Neste estudo ficou
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demonstrado, claramente, que as BRS e as metanogénicas sdo as participantes mais
importantes na degradagdo do fenol em condigdes anaerdbias. Também ficou
evidenciado que o indculo de suinocultura foi o passo inicial para processo de

tratamento de efluentes fenolicos. //
4

3.6. Degradaciio de fenol e adig¢do de co-substratos

KAR ef al. (1996) estudaram a degradagio de fenol em culturas de ~

Arthrobacter sp aclimatadas a esse composto, com adigio de glicose/como co-
substrato. Inicialmente a cultura foi inoculada para crescer em diferentes reatores
com as mesmas concentragdes de fenol (500 mg/l) e glicose (500 mg/l). Foram
montados 3 ensaios: (1) fenol; (2) fenol e glicose; (3) glicose. A degradagdo no
ensaio (1) ocorreu em 16 dias; no ensaio(2) em 8 dias e no ensaio (3) em 6 dias.
Em ensaios novos a glicose (200 mg/l a 5000 mg/l) foi adicionada em cada reator,
com a mesma concentragdo de fenol (500 mg/l), a diferentes intervalos de tempo,
para determinar se sua adigdo afetaria a degradagio do fenol. Os resultados
indicaram que a populagio microbiana aclimatada apresentou preferéncia inicial ao
fenol. A taxa de degradagio de fenol foi reduzida na presenga de glicose e inibida na

concentragdo de 2000mg/l. Esses resultados indicaram que substratos ndo toxicos

/
/
/
/

podem afetar a biodegradagio de compostos toxicos. A aclimatagdo da cultura pode /

ser necessaria para a biodegradagfo do substrato constituido de fenol e glicose.

TARIGHIAN ef al. (2003) estudaram a biodegradagio do 4 — clorofenol (300
mg/l usando glicose e fenol como co-substratos com cultura pura de Pseudomonas
pudica. A concentragdo inicial dos substratos orginicos foi de 300 mg/l. O
crescimento da biomassa e o desaparecimento dos substratos orgénicos ocorreram
num periodo de 4 horas (3 horas com o fenol ¢ 1 hora com a glicose). Concluiu-se
que o fenol e a glicose puderam ser usados como co-substratos auxiliando assim, a
biodegradagdo do 4-clorofenol. Foi observado também, que a glicose foi o co-
substrato mais eficiente, quando comparado com o fenol, na biodegradagiio do 4-

clorofenol.
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3.7. Degradacgiio de fenol e adigfio de extrato de levedura

A levedura comegou a ser recuperada e comercializada em alimento protéico
e vitaminico como extrato de levedura, extrato de levedura para consumo humano e
farinha de levedura para ragdo.

O extrato de levedura é um produto soltivel em 4gua que provem de células
de leveduras autolisadas. Pode ser empregado no enriquecimento de grande niimero
de meios de cultura, em trabalhos gerais de bacteriologia e em processos
fermentativos , como os de produgio de alcool. O processo de produgdo do etanol é
realizado pela fermentagao do agtcar pela levedura Saccharomyces cerevisiae.

A composi¢do quimica principal da levedura ¢ seu teor protéico que varia de
35-56% e sua excelente fonte de nitrogénio. A proteina de levedura é composta de
aminoacidos essenciais. A Tabela 3. 3 descreve a composi¢do quimica da célula de

levedura e a Tabela 3. 4 a composigio quimica da célula e do extrato de levedura.

Tabela 3. 3- Composi¢io quimica da célula de levedura

COMPONENTES | LEVEDURAS EM GERAL | LEVEDURA CERVEJARIA
(%) (%)

Nitrogénio 7,5-9,0 -

Proieina Bruta 47,0 - 56,0 48 4

Acido Nucléico 12,0 7,52 (ribonucléico)

Cinzas 50-95 8,33

Lipidios 2,0-6,0 3,44

Fibra soltivel - 9,59

Fonte: www.biobras.com.br

BARKOVSKII ef al. (1995) estudaram a degradagiio de fenol (94 mg/l) e
benzoato (121 mg/l), em condi¢des aerdbias, por Azospirillum brasiliense e
Azospirillum lipoferum isolados de rizosfera de plantas. Ambas as linhagens
necessitaram de extrato de levedura (0,05%) para degradar fenol e benzoato. No
inicio do experimento a presenga de fenol foi inibitoria para as espécies
degradadoras. O fenol ndo foi degradado na auséncia do extrato de levedura por

nenhuma das linhagens. Para a linhagem Azospirillum ssp a presenga do extrato de ,
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levedura mostrou ser necessaria para a degradag@o dos compostos aromaticos. Toda
linhagem Azospirillum brasiliense testada era fdtdtl‘(;‘i-gﬂ enquanto que a linhagem
Azospirillum lipoferum requereu somentef\'tgi(j_{ijiapara seu crescimento. O extrato de
levedura nao foi utilizado pela linhagem Azospirillum brasiliense como fonte de

aminoacidos e biotina, mas como fonte de carbono e energia.

Tabela 3. 4 Composi¢iio do extrato de levedura

CONSTITUINTE % p/p
Umidade 29,5
Nitrogénio total 7,0
Nitrogénio amino 3,6
Cinzas 19,0
Lipidios Tragos
Carboidratos (por diferenga) 7,7
Cloreto (NaCl) 11,5
Fésforo (como P»0s) 4,1
Sédio (Na,0) 7.3
Potassio (K,0) 3,8
PH de solugio 5% 55
Aminoacidos:

Lisina 3,5
Triptofano 0,6
Fenilanina 2,1
Metionina 0,9
Teonina 2.5
Leucina 3,5
Isoleucina 2.8

Valina 2,6

Fonte: Solomons G.L.
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Foi verificado que a presenga de fontes alternativas de carbono e energia néo
foram requeridas para meio de crescimento de bactérias degradadoras de fenois
simples. Mas a presen¢a do extrato de levedura pareceu ser necessaria para a
degradagdo de compostos aromaticos pela linhagem Azospirillum ssp. Na presenga
de extrato de levedura tanto benzoato como fenol foram degradados por essa
linhagem .

Os fenéis ndo foram usados como tnica fonte de carbono e energia e niio
tiveram efeito significativo no crescimento na presenga de extrato de levedura. A
fraca estimulago do crescimento por fendis na presenga de extrato de levedura,
provavelmente, foi um resultado da incapacidade de Azospirillum ssp em usar fenbis
como substrato de crescimento, na auséncia de outros compostos mais facilmente
utilizdveis. Como para o benzoato foi observada estimulagio no crescimento, a
degradagdo de fenois na presenga de extrato de levedura pareceu representar um co-
metabolismo.

O tempo necessario da remogio total de fenol ou benzoato variou de

linhagem para linhagem no intervalo de 2 a 7 dias.

3.8. Degradaciio de fenol e andilises de biologia molecular

van SCHIE & YOUNG (1998), isolaram trés microrganismos redutores de
nitrato capazes de usar fenol como fonte de carbono. Os autores utilizaram inéculo
proveniente de trés ambientes, em fungdo, principalmente, das diferengas entre eles,
baseados nas propriedades fisiologicas e metabolicas. A cultura pura desnitrificante
foi proveniente do enriquecimento de sedimento anaerobio do Rio Leste (NY),
bosque de laranjas (Florida) e floresta alagada (Costa Rica). A analise da seqiiéncia

de DNAr 16S indicou similaridade com Azoarcus sp.

KINIGHT ef al. (1999) trabalharam com consorcio microbiano enriquecido
sob condigdes sulfetogénicas. Foi utilizado sedimento estuarino como inéculo. Fenol
(17,1 mg/l) ou 2-bromo-fenol (20 mg/l) foi adicionado, inicialmente, como fontes de
carbono. O 2-bromo-fenol foi degradado, inicialmente, para fenol na auséncia de
sulfato. Com a adigdo de sulfato a de-halogenagio do 2-bromo-fenol nfio ocorreu. A

degradagdo do fenol (17,1 mg/l) ocorreu em 5 dias na presenga de sulfato 480 mg/l) e
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inibida pela adi¢do de molibdato ( 479,8 mg/l); inibidor especifico da redugdo do
sulfato. O consoércio foi mantido, durante o periodo de trés anos, com diluigdes em
série, em meio fresco. Foram aplicadas técnicas de PCR/DGGE para caracterizar os
microrganismos presentes. Na degradagdo do 2-bromo-fenol foram identificados
por andlises filogenéticas e microscopicas Desulfitobacterium e Desulfomonile. Na
degradagio do fenol foram identificados Thiomicrospira denitrificans e Anaeroflexus

maritimus.

SHONODA ef al. (2000) estudaram duas bactérias denitrificantes que
degradaram fenol (94 mg/l): Azoarcus sp linhagem CC-11 e espiroqueta linhagem
CC-26, onde foram isoladas da mesma cultura enriquecida apés o periodo de 1 a 3
anos de incubagdo. Ambas as linhagens necessitaram do ion ferro para crescer, mas
a linhagem CC-26 cresceu melhor sob essa condigdo -limitante. A linhagem CC-26
cresceu em fenol, benzoato e outros compostos sob condi¢des denitrificantes.

Foram feitas analises filogenéticas da seqiiéncia do DNA 16S da linhagem
CC-26 e revelou ser mais parecida com Magnetospirillum sp, um membro da sub-
classe alfa da classe Proteobactéria. Essa ¢ a primeira linhagem de bactéria desse
grupo que degrada compostos aromaticos. Seu crescimento ocorreu na presenga de

fenol somente em condig¢des denitrificantes.

KLEIKEMPER ef al. (2002) quantificaram os microrganismos redutores de
sulfato em aqiifero contaminado por hidrocarbonetos de petroleo através das
técnicas de FISH e PCR/DGGE. Relataram o consumo de sulfato e fontes de carbono
adicionadas na presenga de BRS. Foram adicionadas solugdes andxicas contendo
brometo como solugdo trago, sulfato e propionato. No monitoramento foram
utilizados butirato, lactato ou acetato como fontes de carbono. Os resultados do FISH
revelaram que a atividade microbiana aumentou com a adigao de sulfato e fontes de
carbono. No entanto, o perfil do DGGE indicou que ndo houve altera¢do na estrutura
das espécies microbianas dominantes. A combina¢io dos métodos de analises fisico-
quimicas e Biologia Molecular complementou e demonstrou as atividades das BRS
no aquifero contaminado. As BRS vindas desse ambiente foram capazes de usar

uma variedade de fontes de carbono.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Fluxograma experimental

Os experimentos foram divididos em trés fases: (1) enriquecimento do lodo e
montagem de ensaios em reatores em batelada alimentados com fenol e sulfato ; (2)
ensaios em reatores em batelada alimentados com fenol, sulfato e co-substratos; (3)
ensaios em reatores em batelada alimentados com fenol, sulfato e extrato de

levedura. Afigura 4. 1 ilustra as atividades experimentais.

ENRIQUECIMENTO
REATORES EM REATORES EM
Rﬁéﬁgggfni BATELADA BATELADA
AT NIENTADES CONE ALIMENTADOS COM ALIMENTADOS COM
FENOL . SULFATO FENOL SULFATO FENOL SULFATOE
E CO-SUBSTRATOS EXTRATO DE LEVEDURA
ANALISES ANALISES
FISICO-QUIMICAS FISICO-QUIMICAS
EXAMES
EXAMES MICROBIOLOGICOS
MICROBIOLOGICOS BIOLOGIA MOLECULAR

Figura 4, 1 Organograma das atividades experimentais,

4.2. Ensaios de degradacio de fenol

Sob condigdes de assepsia, frasco de Duran de 2000 ml, em triplicata,
contendo meio de cultura estéril foi submetido a atmosfera de nitrogénio (100%),
durante 20 minutos. Posteriormente, ainda sob atmosfera de nitrogénio, solugdes que

compuseram os ensaios foram adicionadas ao meio, com auxilio de pipetas
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autélﬁan/éas} com ponteiras esterilizadas.. No enriquecimento do lodo, os reatores
‘ﬁﬁée.f;')bios foram mantidos com volume final de reagdo de 1000 ml e headspace de
1000 ml. Na montagem dos reatores em batelada alimentados com fenol e sulfato, os
volumes finais de reagdo foram de 1300 ml e /eadspace de 700ml. Na montagem dos
reatores com fenol, sulfato e co-substratos e; reatores com fenol, sulfato e extrato de
levedura foram utilizados 1200mL de volume final de reagdo e headspace de 800mL
em cada reator. Essa alteragdo foi necessaria para que houvesse possibilidade de
maior nimero de amostragens sem afetar a estabilidade dos reatores. Apods a
distribui¢do das solugdes, os reatores foram fechados com tampa de butila e rosca
plastica. Nesta fase, os reatores foram mantidos em agitagio de 150 rpm
(DOMINGUES, 2001) e temperatura de 30°C.
Foi utilizado 30% (v/v) de indculo proveniente do lodo granulado de reator
UASB no enriquecimento e nos ensaios de degradagdo de fenol e sulfato; enquanto
nos ensaios de degradagdo de fenol, sulfato e co-substratos e fenol sulfato e extrato
de levedura foram utilizados 20% (v/v). O lodo granulado foi homogeneizado em
liquidificador caseiro e posteriormente adicionado no reator anaerdbio. Foi
determinada a concentragdo inicial e final de solidos totais volateis (STV) (Standards
Methods, 1998) em cada reator anaerobio.
Foram utilizados fenol e sulfato como fontes de carbono e enxofre,

respectivamente. Em todos os ensaios realizados foram avaliadas as concentragdes

desses compostos, mantendo aproximadamente a relagdo de 1,5:1 (fenol:sulfato).
4.3. Enriquecimento do lodo

Na realizagdo dos ensaios de degradagdo de fenol com consumo de sulfato
foi usado, como indculo, lodo granulado de reator UASB utilizado no tratamento de
agua residuaria de suinocultura e de abatedouro de aves. As proporgdes estdo
descritas na Tabela 4. 1.

Primeiramente, o lodo foi enriquecido e mantido em reatores em batelada,
em ftriplicata, com 2000 ml de volume total de reagdo sendo; 1000 ml de volume
liquido e 1000 ml de headspace preenchido com Ny (100%), mantidos sob agitagdo

de 150 rpm e 30 °C, conforme descrito na Tabela 4.2.
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Tabela 4, 1 Composigiio do inoculo.

Composi¢io Quantidade (%)
Lodo de reator UASB de Suinocultura 70
Lodo de reator UASB de abatedouro de aves 30
Total 100

Tabela 4. 2 Enviquecimento do lodo.

Composicio Quantidade (ml)
Atmosfera Gasosa N (100%)
Meio de cultura para BRS 73
Acetato de zinco (20 mM) 10
Lactato de sodio (10 mM) 5
Glicose (10 mM) 10
Etanol (10mM) 5
Metanol (10 mM) 10
Sulfato de Sodio (195 mg/l) 2,0
Extrato de levedura (0,01%) 10
Ino6culo (30%) 300
Volume Total 1000

4.4, Ensaios em reatores em batelada alimentados com fenol e sulfato

Foram realizados dois ensaios de degradagdo. Todos os ensaios foram
realizados em reatores anaerobios em batelada, em duplicata, mantidos sob agitagio
de 150 rpm e temperatura de 30°C.

Foi utilizado como indculo 30% do volume do ensaio de enriquecimento. O
ensaio com fenol (64,2 mg/l) e sulfato (46,3 mg/l) foi encerrado quando a
concentragdo de fenol ndo foi mais detectada. A partir dai 50% do volume desses
reatores foi utilizado como indculo para ensaio de fenol a 300 mg/l. Quando a
concentragdo de fenol foi zerada 50% do volume desse reator foi utilizado como

indculo para o ensaio de fenol (469,9 mg/l) e sulfato (283 mg/l).
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Esse procedimento teve o objetivo de aclimatar os microrganismos ao fenol
e, com isso, obter maior eficiéncia na remogao desse composto.

Os ensaios foram montados com as seguintes concentragdes de fenol e
sulfato, em mg/l: (1) 64,2 e 46,3 e; (2) 469,9 e 283,0, respectivamente, como
apresentados na Tabela 4. 3. No ensaio (2) foi adicionado extrato de levedura na

concentragdo 0,03%, com 101 dias de operagao.

Tabela 4. 3 Composiciio dos reatores alimentados com fenol e sulfato.

Composi¢do Fenol (64,2 mg/l) e | Fenol(469,9 mg/) e
sulfato (46,3 mg/l) | sulfato (283,0 mg/)
ml ml
Atmosfera Gasosa Nz (100%) N (100%)
Meio de Cultura (BRS) 60 60
Solugdo de Vitaminas 13 13
Sulfato de Sodio 0,9 4,5
Fenol 9 55,8
Solugio Trago de Metais 13 13
Agua Milli Q 814,1 503,94
In6culo (30%) 390 650
Volume Total 1300 1300

4.5, Ensaios em reatores em batelada alimentados com fenol, sulfato e co-

substratos

Foram realizados quatro ensaios de degradagdo. Todos os ensaios foram
realizados em reatores anaerobios em batelada, em duplicata, mantidos sob agitagio
de 150 rpm e temperatura de 30°C.

Nesta fase foi utilizado como indculo o lodo granulado proveniente de
reatores UASB utilizado no tratamento de agua residuaria de suinocultura, de
abatedouro de aves e lodo enriquecido com BRS (Bactérias Redutoras do ion

Sulfato), proveniente de abatedouro de aves (Tabela 4. 4).
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Tabela 4, 4 Composigio do indculo dos reatores alimentados com fenol, suifato ¢ co-substratos.

Composicio

Quantidade ( %)

Suinocultura
Avicultura

Lodo enriquecido com BRS

Total

50
15
35

100

Foram montados quatro ensaios em condigdes distintas; porém com a

mesma composigao do indculo (20% do volume total do reator). Em todos os ensaios

manteve-se a concentragdo de fenol em; aproximadamente 300 mg/l, conforme

descrito a seguir:
(1) 329,3 mg/l de fenol

(2) 307,3 mg/l de fenol e 160 mg/l de sulfato.

(3) 322,3 mg/l de fenol, 160 mg/l de sulfato e 478,2 mg/l de lactato
(4) 332,1 mg/l de fenol, 150 mg/l de sulfato e 129,8 mg/l de etanol.

Esses ensaios estiveram em operagdo durante o periodo de 51 dias.

Nos ensaios que continham sulfato novas injegoes foram feitas, sempre nas

concentragdes proximas de 195 mg/l, quando sua concentragdo era zerada, no

decorrer do tempo. Esse procedimento objetivou manter sulfato disponivel como

fonte de enxofre.

Em todos os ensaios, decorridos 30 dias, foi adicionado extrato de levedura

na concentragdo final de 0,03%. No reator alimentado com fenol, sulfato e lactato foi

efetuada nova injecdo de lactato nesse mesmo periodo.

A Tabela 4. 5 descreve, respectivamente, a composi¢do dos ensaios com:

(1) fenol; (2) fenol e sulfato; (3) fenol sulfato e lactato e; (4) fenol , sulfato e etanol.
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Tabela 4. 5 Composi¢ao do ensaio alimentado com fenol, sulfato e co-subsiratos.

Composicio Fenol Fenol Fenol Fenol
(329,3 mg/l) | (307,3 mgM) e| (322,3mg/l), | (322,1mg/l)
sulfato sulfato Sulfato
(160 mg/l). (160 mg/l) (150 mg/l) e
e lactato etanol
@782 mg/l) | (129,8 mg/l)
ml ml ml ml
Atmosfera Gasosa N, (100%) | N (100%) | N, (100%) N, (100%)
Meio de Cultura (BRS) 55,4 55,4 55,4 55,4
Solugdo de Vitaminas 12 12 12 12
Fenol 31 31 31 31
Solugdo trago de metais 12 12 12 12
Etanol - - - 3
Lactato - - 3 -
Sulfato - 1,85 1,85 1,85
Agua Milli Q 849,6 849.6 849,6 849,6
Indculo (20%) 240 240 240 240
Volume total 1200 1200 1200 1200

4,6. Ensaios em reatores em batelada alimentados com fenol, sulfato e

extrato de levedura

Foram realizados trés ensaios de degradagdo. Todos os ensaios foram

realizados em reatores anaerobios em batelada, em duplicata, mantidos sob agitagdo

de 150 rpm e temperatura de 30°C.

Nesta fase foi utilizado como inoculo o lodo proveniente de reatores UASB

provenientes de agua residuariaa de suinocultura, de abatedouro de aves e lodo

enriquecido com BRS (Bactérias Redutoras do ion Sulfato) proveniente de reator

UASB de agua residuaria de abatedouro de aves (Tabela 4. 6).
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Tabela 4, 6 Composiciio do inéculo dos reatores alimentados com fenol, suifato ¢ extrato de

levedura,

Composi¢io Quantidade ( %)
Suinocultura 50
Avicultura 2%
Lodo enriquecido com BRS (avicultura) 25
Total 100

A concentragdo de fenol utilizada foi de, aproximadamente, 250 mg/l.. Dois

ensaios foram montados com sulfato em concentragdes de 162,5 mg/l e 500 mg/l.,

respectivamente. A Tabela 4. 7 descreve, respectivamente, a composigio dos ensaios
com: (1) fenol (239,7 mg/l); (2) fenol (234,3 mg/l) e sulfato (162,5 mg/l); (3) fenol
(256 mg/l) e sulfato (500 mg/l) e; (4) Sulfato(200 mg/l). Todos os ensaios foram

montados com adigdo de extrato de levedura 0,05%.

Tabela 4. 7 Composiciio do ensaio alimentado com fenol, sulfato e extrato de levedura.

Composic¢io Fenol Fenol Fenol
(239,7mg/l) | (234,3 mg/l) | (256,0 mg/l)
e sulfato e sulfato
(162,5 mg/l) | (500 mg/l)
ml ml ml
Atmosfera Gasosa N2 (100%) | N2 (100%) | Ny (100%)
Meio de Cultura (BRS) 60 60 60
Solugao de Vitaminas 13 13 13
Solugdo Trago de Metais 13 13 13
Fenol 39 39 39
Sulfato - 2.7 8,1
Extrato de Levedura (0,05%) 6,5 6,5 6,5
Agua Milli Q 908,50 905,8 900,40
Tnoculo (20%) 260 260 260
Volume total 1300 1300 1300
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4.7, Ensaios com reatores controles

Foram realizados dois ensaios controles. Os reatores anaerdbios em
batelada, em duplicata, foram mantidos sob agitagdo de 150 rpm e temperatura de
30°C.

Nesta fase foi utilizado como indculo o lodo proveniente de reatores UASB
de suinocultura, avicultura e lodo enriquecido com BRS (Bactérias Redutoras do ion

Sulfato) (Tabela 4. 8).

Tabela 4, 8 Composicdio do indeulo dos reatores controle,

Composicio Quantidade ( %)
Suinocultura 50
Avicultura 25
Lodo enriquecido com BRS (avicultura) 25
Total 100

A Tabela 4. 9 descreve a composi¢io dos ensaios controle alimentados com

Sulfato (170 mg/l) e; Sulfato (200 mg/l) e extrato de levedura (0,05%).

Tabela 4. 9 Composi¢io dos ensaios controle,

Composi¢io Sulfato ( 170 mg/l) | Sulfato (200 mg/l) e
extrato de levedura
(0,05%)
ml ml
Atmosfera Gasosa N, (100%) Nz (100%)
Meio de Cultura (BRS) 60 60
Solugdo de Vitaminas 13 13
Solugéo Trago de Metais 13 13
Sulfato 2.7 2,7
Extrato de levedura (0,05%) - 6,5
Agua Milli Q 950 9448
Ino/culo (20%) 260 260
Volume total 1300 1300
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Todos ensaios de degradagdo foram montados em reatores em batelada em
duplicata. Os resultados apresentados das analises efetuadas foram as médias

aritméticas das duplicatas dos ensaios.
4.8. Analises fisico-quimicas e cromatograficas

4.8.1. Determinacio da produc¢io de metano

Foram feitas determinagdes da produgdo de metano por cromatografia
gasosa utilizando cromatografo a gas, Gow-Mac série 150. A coluna utilizada fo{i
Porapak-Q (comprimento de 2 metros e didmetro interno de %” — 80 a 100 mesh),
detector de condutividade térmica. O gas de arraste utilizado foi o hidrogénio super
seco (White Martins), e o integrador HP 3396 série I1. As condigdes de operagdo dos
aparelhos foram: vazdo do gas de arraste de 60 ml/min; temperatura. do detector,
coluna e injetor, 55°C; corrente 150 mA; volume de injegio de 500 pl. Os reatores
foram despressurizados antes das analises. Os valores foram expressos em mg/l. Essa
conversao foi efetuada para que fosse possivel comparar com as concentragdes de

fenol adicionadas, que também foram expressas em mg/l.

4.8.2. Determinacio de fenol
A determinagéo de fenol foi avaliada através do Método Colorimétrico da 4-

Amino-Antipirina de acordo com a metodologia descrita pela CETESB (1990).

4,8.3. Determinaciio de Acidos voliteis

A produgiio de acidos volateis foi determinada através de cromatografia
liquida, no cromatografo HP 6890/FID de ionizagio 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 gas de arraste de 20 ml/min, com temperatura de 250°C, com
volume de inje¢do de 10 pl, temperatura do forno de 100 °C (3 minutos) a 180°C (5
minutos), 5 °C/min, temperatura do detector de 300 °C, com fluxo de ar sintético de
300 ml/min, com fluxo de nitrogénio como gas auxiliar a 33 ml/min e fluxo de

hidrogénio a 30 ml/min.
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4.8.4. Determinaciio do Sulfato
A determinag¢io do consumo de sulfalo foi realizada através de método
espectrofotométrico, em amostras diluidas utilizando 4ir Hach SULFAVER //7
ACCUBVAC de acordo com Standard Methods (1998). O cloreto de bario, presente
nos frascos do kit, faz com que o ion sulfato se precipite em meio acido. A leitura da
absorbancia foi feita a 450 nm. Foram utilizadas amostras de branco com amostra

filtrada, sem precipitagéio do cloreto de bario, para zerar o equipamento.

4.8.5. Determinacio de Solidos
As determinagdes de solidos totais (ST) e solidos totais volateis (STV)
foram realizadas segundo métodos descritos pelo Standard Methods for Examination

of Water and Wastewater (APHA, 1998).

4.8.6. Determinacio de etanol
A analise de etanol foi feita através de metodologia desenvolvida no LPB —
SHS — EESC — USP, por cromatografia gasosa/detector de ionizagdo de chama,
utilizando a técnica de “headspace” estatico (frascos lacrados, com volumes
idénticos, 2 ml de amostra junto com n-propanol como padrio interno e aquecidos
em agua fervente por 10 minutos), em coluna INNOWAX, de 30m x 0,25mm x
0,25um de espessura de filme, em cromatografo HP6790. A temperatura do injetor
foi de 250°C, pressdo a 70°C de 10,0 psi, detector a 300°C, fluxo de hidrogénio no
detector de 30ml/min., fluxo de ar sintético de 300ml/min. A temperatura do forno
foi de 70°C por 3 minutos e, a seguir, a 5°C/min. até 90°C, com “post run” de 200°C,
em 3 minutos. F\,
4.8.7. Determinaciio de Lactato
A determinagio de lactato foi efetuada através de analise de acidos volateis
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Utilizou-se¢ a metodologia
desenvolvida no LPB, com coluna Aminex HPX-87H, de 300 x 7,8mm e solugio de
acido sulfurico 0,005M como eluente, fluxo de 0,5 mL/min. e forno a 45°C, em

sistema Shimadzu, com detector de Ultra Violeta, A = 205nm.
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4.9. Exame Microscopico
Foram feitos exames microscopicos das amostras dos reatores, através de
luz comum, contraste de fase e fluorescéncia em microscopio Olympus BX60-FLA.
As imagens foram captadas através da camera Optronics e software Image Pro-Plus

versdo 3.0.1, sendo possivel observar e registrar o microrganisio presente na

amostra (DOMINGUES, 2001).

4,10, Meio de Cultura
Foi utilizado o meio descrito por BALCH & WOLFE (1976) para favorecer
o crescimento de bactérias redutoras de sulfato (BRS) proveniente do lodo

granulado.

A Tabela 4. 10 descreve os componentes utilizados na preparagio do meio

de cultura.

Tabela 4. 10 Meio de cultura para BRS.

Componentes Quantidades
KClI 2,1mM
NH,4CI 3,8 mM
CaCl, 0,61 mM
KoHPO4 1,45 mM
KH,;PO, 1,85 mM
NaCl 0,60 mM
MgCl, 0,1 mM
Solugéo trago 10mL
Agua Milli-Q 990,0mL
pH 6,8

Fonte: BALCH & WOLFE (1976)

4.10.1. Solugio trago de metais

A Tabela 4. 11 descreve os componentes da solugdo trago de metais que foi

utilizada na preparagdo do meio de cultura descrito anteriormente.
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4.10.2. Soluciio de vitaminas
Na Tabela 4. 12, encontra-se descrita a solugio de vitaminas para BRS
(WIDDEL & PFENNIG, 1984). Foi preparada através da dissolugio dos
componentes e esterilizada através do processo de filtragdo pelo sistema Millipore,
com membrana de 0,22pum de porosidade, sob condigdes assépticas. A solugio foi
distribuida em frascos de Duran, envolvidos em papel aluminio, fechados com tampa

de butila e rosca plastica, armazenada sob refrigeragiio a 4° C no escuro.

Tabela 4. 11 Solugiio trago de metais,

Componentes Quantidades
HCI (25%; 7.7M) 10,0 ml
FeCl,.4H,0 1,50 g
— ZnCl, 70,0 mg
- MnCl,.4H,0 100,0 mg
- H3BO;3 6,0 mg
CoCl,.6H,0 190,0 mg
CuCl,.2H,0 2,0 mg
NiCl,.6H,0 24,0 mg
Na;Mo04.2H,0 36,0 mg
Agua Milli-Q 990 ml

Fonte: WIDDEL & PFENNIG (1984).

4.10.3, Solugio estoque de sulfato

O sulfato de sédio foi utilizado como fonte de enxofre para o crescimento
das bactérias redutoras do fon sulfato. A preparagio foi feita através da dissolugiio do
sulfato de sodio em a4gua Milli-Q. A esterilizagdo foi feita em autoclave a
temperatura de 120°C, latm, durante 20 minutos. A armazenagem foi feita em
frascos de antibiotico, fechados com tampa de butila e lacrados com selos de

aluminio. A solugo estoque foi mantida sob temperatura ambiente e auséncia de luz.
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Tabela 4. 12 Soluciio de vitaminas.

Componentes Quantidades
Biotina 2,0 mg
Acido folico 2,0 mg
Piridoxina-HCl 10,0 mg
Tiamina-HCIL.2H,0 5,0 mg
Riboflavina 5,0 mg
Acido nicotinico 5,0 mg
D-pantotenato de calcio 5,0 mg
Vitamina By, 0,1 mg
Acido p-aminobenzéico 5,0 mg
Acido lipdico 5,0 mg
Agua Milli-Q 1000 ml

Fonte: WIDDEL & PFENNIG (1984).

4.10.4, Solugiio estoque de fenol
A solugao de fenol foi preparada de acordo com a metodologia descrita por
SILVA (1995). Essa solugido foi utilizada como fonte de carbono e doador de

elétrons para as bactérias anaerdbias.

4.10.5. Solugiio estoque de lactato de sodio
A solugio de lactato de sodio foi preparada através da reagio de
neutralizagio das solugdes de acido latico 4M e hidroxido de sodio 4M. O pH foi
ajustado em 9,8 utilizando solugdo de hidroxido de sodio 4M. A solugio foi
armazenada em frascos de antibiotico, sob atmosfera de nitrogénio (100%),
autoclavada a 120°C, a 1 atm, por 20 minutos, e armazenada em temperatura

ambiente e auséncia de luz.

4.10.6. Soluciio estoque de extrato de levedura
A solugdo foi preparada através da dissolugdo de extrato de levedura (10%
p/v) em agua Milli-Q, sob fluxo de nitrogénio (100%) durante 20 minutos. As
solugdes foram distribuidas em frascos de antibioticos, sob fluxo de gas, fechados
com tampa de butila e lacrados com selo de aluminio. Os frascos foram autoclavados
durante 20 minutos a 120°C e 1 atm, armazenados em temperatura ambiente, na

auséncia de luz.
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4,10.7. Solugio estoque de etanol
A agua Milli-Q e alcool foram armazenados separadamente em frascos de
antibiotico, fechados com tampa de butila e lacrados com selos de aluminio,
autoclavados a 120°C e 1 atm, durante 20 minutos. A solugio de etanol foi
adicionada a agua, apds o resfriamento, com auxilio de seringa estéril lavada com
nitrogénio (100%), até atingir a concentragdo desejada. Os frascos foram

armazenados em temperatura ambiente e auséncia de luz.

4.11. Caracteriza¢io microbiana através da técnica PCR DGGE

Foram feitas analises de Biologia Molecular nos ensaios alimentados com:
fenol, sulfato e co-substratos e; fenol, sulfato e extrato de levedura.

A avaliagdo da diversidade da comunidade microbiana foi realizada através
da técnica do PCR/DGGE. O DNA foi extraido segundo o protocolo de Griffiths et
al. (2000), Na amplificagio dos fragmentos do DNA foram utilizados “primers”
especificos do Dominio Bacteria (Nielsen ef al., 1999), Dominio Archaea (Kudo et
al., 1997) e e do grupo das BRS (Nakagawa ef al.., 2001). Os fragmentos de DNA
amplificados foram separados pela eletroforese em gel de gradiente desnaturante —

DGGE.

4.11.1. Extraciio dos Acidos Nucleicos
A extragdo de DNA das amostras foi feita segundo o protocolo Griffiths
el al. (2000), conforme descrito:
- Adicionar 0,5 g de amostra em tubos de 15 ml contendo 0,5 g de “glass
beads”:
- Adicionar 1 ml de mistura tampdo de fenol equilibrado com Tris,
cloroformio, alcool isoamilico (25:24:1) e 1 ml de tampdo PBS 1 X;
- Agitar as amostras no vortex por | minuto e manter em gelo;
- Centrifugar a 6000 rpm a temperatura de 4°C;
- Transferir | ml do sobrenadante (DNA ) para um tubo de 2ml (se a amostra
estiver suja deve-se adicionar 500 pl de mistura tampéo de fenol) ;
- Homogeneizar em vortex e manteve-se em gelo;

- Centrifugar a 6000 rpm por 10 minutos a temperatura de 4°C;
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- Transferir 400 pl do sobrenadante para outro frasco;

- Adicionar 400 pl de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1);

- Homogeneizar em vortex para formar emulsio e centrifugar a 6000 rpm por
10 minutos;

- Transferir 200 pl do sobrenadante para outro frasco e adicionar o mesmo
volume de cloroformio:alcool isoamilico (24:1);

- Homogeneizar em vortex para formar emulsdio e centrifugar a 6000 rpm por
10 minutos;

- Transferir 100 pl do sobrenadante para um outro eppendorf e adicionar 2,5
volumes de etanol 100% para precipitar o DNA;

- Centrifugar a 6000 rpm por 10 minutos;

- Descartar a solu¢do de etanol 100% gelada, com muito cuidado, para ndo
descolar o pellet de DNA;

- Adicionar 1 ml da solugio de etanol 70% (v/v) gelada e inverter gentilmente;

- Centrifugar a 6000 rpm por 10 minutos;

- Deixar secar em temperatura ambiente;

- O pellet do DNA sera dissolvido com 50 pl-100 pl de agua milli-Q estéril ou
tampdo TE. Guardar o produto na geladeira a 4,0°C.

As solugoes PBS, TAE foram preparadas segundo SAMBROOK ef al. (1989).

4.11.2, Amplificacio do gene através da reaciio de polimeriza¢io em

cadeia - PCR

A partir do DNA extraido da amostra foram obtidos fragmentos DNAr 16S,
utilizando a técnica da amplificagdo através da reagdo de polimerizagdo em cadeia
(PCR) com primers homologos as regides conservadas do gene RNAr 168S.

A amplificagdo foi feita com primers especificos para os dominios:
Archaea, Bacteria e para o grupo das Bactérias Redutoras de Sulfato (BRS).

O procedimento para a amplificagdo dos acidos nucléicos sera apresentado a
seguir.

A Tabela 4. 13 descreve o procedimento para o preparo da solugdo para

PCR de uma amostra a ser analisada.



Tabela 4. 13 Procedimento para o preparo da solugio de PCR
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n’ de | H,O 10x |MgCly| dNTP | Primer Primer Ampli |Template
Amostras| Milli Q|Tampdo| (50 | (2 mM) | forward reverse [Taq Gold
PCR | mM) (100 | (100 pmol)| Kit
pmol/l) (5U/uD)
1 36ul | S5pl | 1,5u 5l 0,5 ul 0,5 nl 0,5 ul n

A Tabela 4. 14 descreve as condigdes de amplificagio para os dominios

Archaea, Bacteria e grupo das BRS.

Tabcela 4. 14 Programagio do aparelho termociclador para amplificaciio dos fragmentos de
dcidos nucléicos para as anilises de PCR.

Microrganismos| n° de |DesnaturagfioDesnaturacfio] Anelamento | Extensiio| Final da |Resfriamento
ciclos inicial Extensiio
94°C 94°C 35°C 72°C 94°C
Dominio 35 1,30 0,30 0,30 1,30 3,0 4°C
Archaea minutos minutos minutos minutos | minutos
Dominio 94°C 94°C 38°C 72°C 72C 4°C
Bacteria 35 5 minutos |45 segundos | 45 segundos | 1 minuto | 5 minutos
Grupo 94 °C 94°C 62°C T23C
1,30 1,30
BRS 10 minutos I minuto | minutos - -
94°C 537°C 72°C 4°C
25
1,30 1,30 1 5
minutos minutos minuto minutos

A Tabela 4. 15 descreve os primers dos dominios Archaea e Bacteria e do

grupo das BRS utilizados nas andlises de PCR.

A Tabela 4. 16 descreve os controles positivos utilizados nas analises com

PCR para Archaea, Bacteria e grupo das BRS.



Tahela 4, 15 Primers utilizados nas andlises com PCR.

Microrganismos

Primers e seqiiéncia (5° > 3’)

Fonte

Dominio
Archaea

1100 FGC (5- AAC CGT CGAl
CAG TCA GGY AAC GAG
CGAG-3)-

1400 R (5°- CGC CGA ATT CGT
GCA AGG AGC AGG GAC-3)

GC clamp (5’ — CGC CCG CCG|
CGC GCG GCG GGC GGG
GCG GGG GCA CGG GGGG-3")

Kudo ef al
(1997)

Dominio
Buacteria

968 FGC (5- AACGCGAAGA
ACCTTAC — 3°)

1392 R (5- AACG GGC GGT
GTG TAC—3°)

GC clamp (5’- CGC CCG CCG
GGG CGC GCC CCG GGC GGG
GCG GGG GCA CGG GGGG
3%)

Nielsen ef al
(1999)

Grupo BRS

GMSFGC (5’-CCT ACG GGA
GGC AGC AG-3’)

907R (5’-CCG TCA ATT CCT
TTR AGT TT-3")

CG clamp (5°-CCG CCG CCG
CGC CCC GCG CCC GTC CCG

CCG CCC CCG CCC -3")

Nakagawa e al
(2001)

Tabela 4. 16 Descriciio dos eontroles positivos utilizados nas anilises com PCR,
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Microrganismos

Controle Positivo

Dominio Archaea

DSM 668 — HS — Halobacterium salinarum
ATCC 43241 — Methanosarcina barkeri

Dominio Bacteria

Pseudomonas sp

DSM 183 -

Allochromatium vinosun

Grupo BRS

ATCC 23193 — Desulfotomaculum ruminis
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4.11.3. Eletroforese em gel de agarose

A agarose em gel eletroforético ¢ utilizada para avaliar o produto resultante
da extragao dos éacidos nucléicos e da amplificagdo dos genes por PCR.

O procedimento para a avaliagdo da extragdo dos éacidos nucléicos e da
amplificagdo do PCR ¢ o mesmo; a Unica diferenga esta na concentragiio de agarose
e no marcador.

Para a extragdo dos acidos nucléicos utilizou-se a concentragio de agarose
de 1% e o marcador foi o High DNA Mass Ladder. Para verificar o produto da
amplificagdo por PCR utilizou-se 1,5% de concentragiio de agarose e o marcador foi
Low DNA Mass Ladder.

O protocolo para a preparagio dessa etapa esta descrito a seguir:

- Preparar solugdes 1% ou 1,5/% de agarose e adicionar solucio TAE 1 X;

- Preparar “bandeja” colocando-se fita crepe dos lados;

- Despejar o gel na “bandeja” e, em seguida, colocar os pentes para formar as
cavidades (pogos);

- Aguardar o gel solidificar por, aproximadamente, 30 minutos;

- Retirar os pentes e a fita crepe que protege os lados;

- Recortar um pedago de para-filme e adicionar (fazer pontos) 2 pl de corante
“loading dye”;

- Adicionar 5,0 pl de extrato de acido nucléico ou produto do PCR sob o
corante (ponto) e homogeneizar bem com o auxilio da micro-pipeta
automatica;

- Transferir as amostras para as “cavidades” formadas pela retirada dos pentes;

- Colocar a “bandeja” no aparelho Pharmacia Biotech GNA 100 (programagio
de 75V constante, por 40 minutos) e completar com tampéo TAE 1X;

- Transferir o gel para vasilha contendo brometo de etidio™ por 15 minutos;

- Lavar o gel em vasilha contendo agua Milli-Q por 5 minutos;

- Colocar em camara de trans-iluminador UV (Stratagene — Eagle Eye 11);

- Imprimir ou copiar em disquete o resultado.

* Brometo de etidio: substéncia cancerigena. Manipular sempre com luva.
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O tampdo TAE foi preparado segundo metodologia descrita por

SAMBROOK ef al (1989).

4.11.4. Eletroforese em gel de gradiente desnaturante

A téenica de DGGE (Denaturing gradient Gel Electrophoresis) ¢ uma
metodologia que permite a separagdo de fragmentos de DNA com os mesmos
tamanhos, porém com sequéncias de nucleotideos diferentes. A separacdo desses
fragmentos ocorre de acordo com grau de desnaturagido da dupla hélice de DNA, sob
a agdo de géis de poliacrilamida com gradiente crescente dos agentes desnaturantes
(formamida e uréia).

O procedimento dessa analise consiste na preparagio da solugdo do gel na
concentragdo desejada. A Tabela 4. 17 descreve as concentragOes utilizadas neste

trabalho.

Tabela 4. 17 Porcentagem do gel utilizada para os dominios Bacteria, Archaca ¢ grupo BRS,

Microrganismos Concentragio do gel (%)
Dominio
Archaea 0 35 55
Dominio
Bacteria 0 30 60

e Grupo BRS
- Os géis foram preparados de acordo com a Tabela 4. 18 para um volume de
100 ml.

Tabela 4. 18 Procedimentos para o preparo do gel em gradiente desnaturante para o volume de
100 ml.

Concentracio do gel DGGE (%) | 0% |30% | 35% | 55% | 60%
40% de gel acrilamida/Bis (ml) 20 { 20 | 20 | 20 | 20
Solugo de 50 x TAE (ml) 2 2 2 2 2
Formamida (ml) 0 12 | 14 | 22 | 24

Uréia (ml) 0 [12,6]14,7]23,1]254
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Dissolver a uréia nos reagentes liquidos e completar o volume para 100 ml
com agua Milli-Q. Preparar o “sanduiche” com o kit de placas de vidro e
suporte,

Em tubos de centrifuga de 15 ml adicionar, conforme Tabela 4.18 para os
dominios Archaea ¢ Bacteria e o grupo das BRS.

Os tubos com as solugBes devem ser mantidos em gelo, enquanto, se realiza a
preparagéo dos ggéis.

O temed deve ser adicionado por ultimo. Este reagente provoca a
solidificagdo do gel.

Transferir os géis * (30% e 60%), simultaneamente, para o “sanduiche” de
placas de vidro, com auxilio de 2 seringas presas ao aparelho injetor;
Aguardar 10 minutos. Colocar os pentes para formar as cavidades (pogos).
Adicionar a solugdo do gel 0%;

Aguardar 1 hora, no minimo, ou uma noite para a solidificagdo adequada dos
géis;

Preparar a camara “eletroforética” adicionando-se 140 ml de 50 X TAE e
completar o volume de 7 litros com agua Milli-Q;

Colocar para aquecer a temperatura de 65°C. Na “corrida do gel” utilizar a
temperatura de 60°C;

Transferir os “sanduiches” de vidro para essa camara a 65°C;

Retirar os “pentes”. Lavar as cavidades dentro da cidmara com a solugdo
tampdo com o auxilio de micro-pipetas;

Preparar as amostras:

20 pl de amostra (“template”);

4 pnl de 6 X loading dye (corante)

Colocar o corante sob superficie de para-filme. Adicionar o template sobre o
corante. Homogeneizar bem com o auxilio de micro-pipeta;

Transferir a mistura (corante + template) para as cavidades do gel,

Ligar a bomba de agitagdo e conectar nos eletrodos a 130V;

O tempo de corrida depende de cada pesquisa. Neste trabalho foram

utilizados 6,5 horas;
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- Decorrido o tempo de “corrida” do gel, retirar o “sanduiche” de vidro e

transferir o gel para uma bandeja de acrilico;

- Submergir a bandeja com o gel em solugio Vista Green ** (diluida 10.000

vezes). Aguardar 15 minutos;

- Colocar o gel na camara de transiluminador UV (Stratagene — Eagle Eye 11);

- Efetuar a leitura do resultado (software; Eagle Eye II).

Observagoes:

e O processo de

preparagio dos géis a diferentes gradientes

desnaturantes foi descrito para o dominio Bactéria ¢ grupo das BRS

(30% e 60%). O mesmo processo também foi efetuado para o dominio

Archaea (35% e 55%), conforme especificado na Tabela 4. 19.

o Vista green — substancia cancerigena — manipular com luvas e muito

cuidado.

Tabela 4, 19 Constitui¢dio das solugdes de gel desnaturante para os dominios Archaea ¢ Bacteria

e o grupo das BRS,

Constituicio das Dominio Dominio
solugdes Archaea Bacteria e
Grupo BRS
0% 3 ml solugdo 0% 3 ml solugio 0%
20 pl APS 10% 20 pl APS 10%
2 pl temed 2 pl temed
30% - 14 ml solugdo 30%
100 ul APS 10%
10 pl temed
35% 14 ml solugdo35% -
100 pul APS 10%
10 pl temed
55% 14 ml solugdo55% -
100 pul APS 10%
10 ul temed
60% - 14 ml solugdo 60%

100 pl APS 10%
10 pl temed
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4.12. 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 hipotese

utilizados foram: Kruskal-Wallis, Anova — um critério e 7-Student.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Ensaio de enriquecimento

O enriquecimento ocorreu no periodo de, aproximadamente, 30 dias.
Decorrido esse tempo, 20% desse volume foi utilizado como indculo para a
preparagdo dos reatores em batelada alimentados com fenol e sulfato.

Nesta fase ndo foram feitas andlises fisico-quimicas. O objetivo do
enriquecimento foi aumentar a biomassa e a diversidade microbiana, para que o
inoculo fosse capaz de efetuar a degradagdo de fenol e redugdo de sulfato.
Microscopia Optica foi efetuada. Através da Figura 5. 1 sdio observadas diversidades

morfologicas dos microrganismos encontrados.

(c) (d)

Figura 5. 1 Morfologias observadas sob microscopia de contraste de fase e fluorescéncia das
amostras dos reatores do ensaio de enriquecimento; (a) filamentos semelhantes a Methanosaeta
sp., (b) cocos com estrias, (c) bacilos fluorescentes e (d) cisto de sarcina.
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5.2. Ensaios de degradac¢iio em reatores em batelada alimentados com fenol e

sulfato

O primeiro ensaio foi montado nas propor¢des de, aproximadamente,
64,2 mg/l de fenol e 46,3 mg/l de sulfato, conforme descrito na Tabela 5. 1. Esse
ensaio teve a durago de 21 dias. Na Figura 5. 2, que ilustra o comportamento das
concentragdes de fenol ¢ sulfato em fungdo do tempo, pode-se observar que o
consumo de fenol foi total, porém, as concentragdes de sulfato mantiveram-se em,
aproximadamente, 70,2% de seu valor inicial. Ou seja, apenas aproximadamente,

29,8% de sulfato foram utilizados para o consumo total do fenol .

Tabela S. 1 Variagiio temporal do consumo de fenol e sulfato no ensaio de degradaciio de fenol

e sulfato,
Tempo Fenol Sulfato
(dias) (mg/l) (mg/)
1 64,2 46,3
4 50,4 45,6
10 15,8 42,5
13 6,9 41,2
17 1,3 34,7
21 0 32,5

—o— Fenol (64,2 mg/l)
—#— Sulfato (46,3 mg/l)

o
(1]
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Figura 5. 2 Variaciio temporal da degradagiio de fenol e consumo de sulfato nos reatores em
batelada.



42

A Tabela 5. 2 descreve o comportamento dos sélidos totais volateis dos
ensaio de degradagfio dos reatores anaerobios em batelada alimentados com fenol e

sulfato.

Tabela 5. 2 Sélidos totais voliteis determinados no inicio e no final dos ensaios com reatores
alimentados com fenol e sulfato.

Ensaios alimentados com fenol e sulfato

*Inicial Final

(g/) (g/)

Fenol (64,2 mg/l) e sulfato (46,3 mg/l) 1,82 2,49
Fenol (469,9 mg/l) e sulfato (283,0 mg/l) 1,61 1,09

* Inicial- indculo

Nos reatores alimentados com fenol (64,2 mg/l) e sulfato (46,3 mg/l) as
concentragdes de solidos totais volateis aumentaram de 1,82 g/l no inicio para 2,49
g/l no final do ensaio, o que significou aumento de 36,8%. Essa variagio pode estar
relacionada com o aumento da biomassa microbiana. Isso se justifica pois, esse
ensaio adveio de uma fase de enriquecimento onde foram adicionadas fontes de
carbono diversas, de facil assimilagio pelos microrganismos facilitando seu
crescimento . Nesse ensaio as concentragdes de fenol eram baixas e, portanto, néio

toxicas nesse momento.

O proximo ensaio foi montado nas propor¢des de 469,9 mg/l de fenol e
283,0 mg/l de sulfato, conforme descrito na Tabela 5. 3 ¢ Figura 5. 3. Esse ensaio
teve a duragfio de 203 dias. Quando o ensaio estava com 100 dias de operagdo foi
adicionado 0,03% de extrato de levedura. Na Figura 5. 3, a seta indica o ponto onde
foi efetuada a injegfio de extrato de levedura. Com essa adigio esperava-se
eficiéncia maior na degradacgfio de fenol e, com isso, finalizar o ensaio. Aos 100 dias
do ensaio (369,3 mg/l) houve declinio da degradagfio na faixa de 21,4% das
concentragdes iniciais (469,9 mg/l), quando comparado, por exemplo, aos 7 dias
(465,2 mg/l) de amostragem que variaram 1,0% das concentragdes iniciais (469,9
mg/l). Os consumos de fenol e sulfato, estdo descritos, respectivamente, na Tabela 5.
3 e Figura 5. 3. A degradagéo foi muito lenta. Com 116 dias de ensaio obteve-se
221,7 mg/l de fenol e 110,0 mg/l de sulfato; o que equivaleu ao consumo de,

respectivamente, 52,8% e 61,1% das concentrag@es iniciais.
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Tabela 5. 3 Variagiio temporal do consumo de fenol e sulfato no ensaio de degradacio em
reatores em batelada.

Tempo Fenol Sulfato
(dias) (mg/1) (mg/l)
1 469,9 283,0
7 465,2 285,0
14 464,8 285,0
21 446,5 279,0
28 439,2 293,6
42 445,7 267,0
49 445,1 255.7
94 372.9 213,3
100 369,3 183,3
116 221,7 110,0
146 181,7 57.5
158 140,4 34,5
185 4,33 0

—o— Fenol (469,9 mg/l)
500 - - —=— Sulfato ( 283,0 mg/l)

0 100 200
Tempo (dias)

Figura 5. 3 Variagio temporal da degradagfio de fenol e consumo de sulfato nos reatores em
batelada.
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Nos dois ensaios foram feitas andlises diarias da producio de gas metano.

A Tabela 5. 4 descreve esse comportamento.

Tabela 8, 4 Variaciio temporal da produciio de metano nos ensaios com fenol e sulfato.

Tempo Fenol (64,2 mg/l) e Fenol (469,9 mg/l) e
(dias) Sulfato (46,3 mg/l) Sulfato (283,0 mg/1)
(mg/l) (mg/l)
1 0 -
2 21,2 -
3 20,59 -
4 23,3 -
7 23,6 -
8 24,7 -
16 44,0 -
17 44 .4 -
18 49,7 -
19 47,7 -
20 59,0 -
23 39,1 -
146 -
151 155,7
185 120,4
192 122,7
199 115,9
201 99,3
203 97.2

() ndo detectado

No ensaio com fenol (64,2 mg/l) e sulfato (46,3 mg/l) houve produgio de
metano. No final do ensaio, quando a remogio de fenol foi total, a estabilizagio do
gas ocorreu aos 23 dias com concentragdes de 39,1 mg/l. (Figura 5. 4).

No ensaio com fenol (469,9 mg/l) e sulfato (283,0 mg/l) a produgdo de
metano também manteve- se muito baixa. A partir do 151° dia sua produgio foi de
155,7 mg/l e houve estabilizagdo da produgio desse gas aos 203 dias do inicio do
ensalo com concentragdes médias de 97,2 mg/l (Figura 5. 5).

Nos reatores alimentados com fenol (469,3 mg/l) e sulfato (283,0 mg/l)
houve decréscimo nas concentragdes de solidos totais volateis de 1,61 g/l para 1,09
g/l; o que significou 32,1% de declinio. Pode ter havido declinio na biomassa
microbiana. Esse fato pode estar relacionado com as altas concentragdes de fenol que

se tornaram toxicas para os microrganisimos diminuindo assim o crescimento.



Com o procedimento de utilizar o indculo adaptado ao fenol, pode ter

diminuido, também, a quantidade de microrganismos capazes de

bastante diluido e pobre em biomassa, agregado ao aumento na concentragfio de

fenol e sulfato podem ter sido os fatores limitantes para a lenta degradagéio do fenol

nessas condigdes.

Concentracao (mg/l)

—e— Fenol (64,2 mg/l) e Sulfato (46,3 mg/l)

degradar o
composto. O indéculo do ensaio com fenol (469,9 mg/l) e sulfato (283,0 mg/l) ,

T T T T 1

0 5 10 15 20 Z25
Tempo (dias)

Figura 5. 4 Variagfio temporal da produgiio de metano do ensaio de degradac¢io de fenol e

sulfato.
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Figura 5. 5 Variagfio temporal da produgio de metano do ensaio de degradagio de fenol e

sulfato.

Outro fato que contribuiu para a maior eficiéncia na degradagéio no ensaio

com fenol (64,2 mg/l) e sulfato (46,3 mg/l), quando comparado com o ensaio com
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fenol (469,9 mg/l) e sulfato (283,0 mg/l), foram as baixas concentragdes iniciais de
fenol.

No ensaio com fenol (64,2 mg/l) e sulfato (46,3 mg/l) foram identificados,
em microscopia éptica de contraste de fase e fluorescéncia, bacilos fluorescentes,
presenga de Methanosaeta,e Methanosarcina. Nessa fase foi verificado o predominio
de cocos com estrias e bacilos .

No ensaio com fenol (469,9 mg/l) e sulfato (283,0 mg/l) verificou-se,
também através de microscopia 6ptica de contraste de fase e fluorescéncia, presenca
de cistos de sarcina, bacilos longos, bacilos curvos, cocos, cocos com estrias,
nanobactérias e filamentos.

As diversidades morfologicas desses dois ensaios estdo demonstradas,
respectivamente, na Tabela 5. 5, Figura 5. 6 e Figura 5. 8. No enriquecimento houve
maior diversidade microbiana com o predominio de bacilos retos, cocos, cocos com
estrias, diplococos, estafilococos, bacilos fluorescentes e bacilos retos fluorescentes.
Nos dois ensaios com fenol e sulfato houve predominio de bacilos retos, cocos,
cocos com estrias e presenca de morfologias semelhantes a Methanosaeta sp.

Tanto no enriquecimento quanto nos reatores alimentados com fenol (64,2
mg/l) e sulfato (46,3 mg/l) houve predominio de bacilos retos fluorescentes e nido
foram observadas nanobactérias moveis.

Nos reatores alimentados com fenol (469,9 mg/l) e sulfato (283,0 mg/l)
houve presenca de morfologias semelhantes a Methanosarcina sp.

A Figura 5. 7 ilustra a comparagio do comportamento da remocéo de fenol
dos dois ensaios realizados com fenol e sulfato. Observa-se, claramente, a eficiéncia
do ensaio de fenol (64,2 mg/l) e sulfato (46,3 mg/l) na degradacdo. Em apenas 21
dias a remocédo de fenol foi de 100% das concentragdes iniciais. O ensaio de fenol
(469,9 mg/l) e sulfato  (283,0 mg/l) obteve, com 185 dias de operagio,
aproximadamente, 99,1% de remogfo das concentragdes iniciais.  Quando as
concentragdes de fenol foram aumentadas a degradacdo tornou-se mais lenta e,
possivelmente, a capacidade do indéculo em degradar o composto téxico se tornou
limitante nesta situagdo Em concentrag¢des de fenol proximas a 500 ml/l a ineficacia
na degradagiio foi observada em reatores em batelada, sem sulfato ( SANCINETTI,

2004).
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Reatores anaerdbios horizontais de leito fixo com a biomassa imobilizada
em espuma de poliuretano tém sido usados potencialmente para o tratamento de
aguas residuarias contendo fenol, com alta eficiéncia na remocdo desse composto.
Esse tipo de reator, provavelmente, podera ser usado para altas concentragdes de
fenol e obter satisfatoriamente essa degradag¢do com reducio de sulfato (BOLANOS,

2001).

Tabela §. § Caracterizagdo morfoldgica dos ensaios de enriqueciimento; ensaios alimentados com
fenol e sulfato,

Morfologias Fregiiéncia nos ensaios
Enviquecimento Fenol Fenol
(64,2 mg/l) e | (469,9 mg/)
Sulfato e Sulfato
(43,6 mg/l) (283 mg/)
BACTERIAS
Bacilos retos +4+++ ++++ bt
Bacilos com exiremidade arredondada ++ - +++
Bacilos ovalados ++ + +
Bacilos curvos + - ++
Cocos ' ++++ rerrars R
Cocos com estrias ++++ ++++ ++++
Diplococos ik + +
Estafilococos ++++ ++ ++
Filamento ++ + +
Filamento septado + = *
Nanobactérias méveis - - +

ARQUEAS METANOGENCICAS

Methanosarcina sp. +H+ ot 4

Methanosaeta sp. ++ +H et

Cocos fluorescentes - - -

Bacilos fluorescentes 4+ < I+

Bacilos retos fluorescentes 4+ ++4E -

(++++) predominantes; (+++) freqiientes; (++) pouco freqiientes; (+) raros; (-) ndo foram
observados
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(©) (d)
Figura 5. 6 Morfologias observadas sob microscopia dptica de contraste de fase e fluorescéncia

do ensaio com reatores alimentados com fenol (64,2 mg/l) e sulfato (46,3 mg/l): (a) estafilococos

e bacilos , (b) filamentos semelhantes a Methanosaeta sp. e cocos, (c) filamentos (d) diplococos e
bacilos.

—u— Fenol (469,9 mg/l) Sulfato (283,0 mg/l)

—e— Fenol (64,2 mg/l) Sulfato (46,3 mg/l)
500 — 70
D 400 - 790
£ + 50
g 300 1 + 40

&

£ 200 - T30
S 120
8 100 - 1 10

0 T T T 0

0 50 100 150 200

Tempo (dias)

Figura 5.7 Variaciio temporal da degradagio de fenol nos reatores em batelada.
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© @

Figura 5. 8 Morfologias observadas sob microscopia dptica de contraste de fase e fluorescéncia
do ensaio com reatores alimentados com fenol (469,9 mg/l) e sulfato (283,0 mg/l): (a) cocos e
filamentos , (b) bacilos fluorescentes, (c¢) bacilos semelhantes a Methanosaeta sp., cocos e bacilos
e (d) cocos com estrias e filamento.
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5.3. Ensaios de degradaciio em reatores em batelada alimentados com fenol,

sulfato e co-substratos

5.3.1. Ensaio com fenol

Aos 9 dias do inicio do ensaio obteve-se 18,2% de remogédo de fenol das
concentragdes iniciais. Aos 38 dias do inicio do ensaio percebeu-se aumento na
eficiéncia da degradaco do fenol; foram consumidos cerca de 87,8% desse
composto; as concentragoes iniciais de 329,3 mg/l passaram para 40,2 mg/l. Esse fato
pode estar relacionado, diretamente, com a adicio do extrato de levedura no
trigésimo dia. A partir desse ponto ficou evidente a eficiéncia na remogéio do fenol.

A Tabela 5. 6 descreve o comportamento do fenol no ensaio de fenol (329,3
mg/l). A eficiéncia da remogio de fenol foi de 99,2% ao final dos 51 dias de ensaio,
com concentragdes finais de 2,7 mg/l.

Na Figura 5. 9 esta ilustrado o comportamento da degradagdo do fenol e a

seta indica o ponto onde foi efetuada a adicfo de extrato de levedura.

Tabela 5. 6 Variacio temporal do ensaio com reatores em batelada alimentados com fenol.

Tempo Fenol

(dias) (mg/l)

1 329,3

9 267,4

13 259,7

2] 2624

28 228,9
38 40,2
44 10,1
51 2.7
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Figura 5. 9 Variagio temporal do ensaio com reatores anaerdbios em batelada alimentados com
fenol.

No inicio do ensaio foram observados cocos, cocos com estrias e filamentos.
No final observou-se presenga de sarcinas fluorescentes, bacilos fluorescentes,
estafilococos e predominio de morfologias semelhantes a Methansaeta sp. As

microscopias de contraste de fase e fluorescéncia estdo ilustradas na Figura 5. 10.

-

(a) (b)

Figura 5, 10 Morfologias observadas sob microscopia de contraste de fase e fluorescéncia do
ensaio de degradagfio de fenol (329,3 mg/l): (a) bacilos de extremidades arredondadas e

morfologias semelhantes & Methanosaeta sp; (b) estafilococos, filamentos longos e filamentos
septados.
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5.3.2. Ensaio com fenol ¢ sulfato

A eficiéncia de degradagdio do fenol foi de, aproximadamente 3,3% aos
sete dias do inicio do ensaio. Observou-se, portanto, degradagdo lenta nas primeiras
amostragens, quando comparado com os ensaios alimentados com: fenol; fenol,
sulfato e lactato; fenol, sulfato e etanol. Também, neste experimento, o extrato de
levedura foi primordial para acelerar o processo de degradagdio do fenol. Isso esta
demonstrado na Tabela 5. 7, quando a injegdo foi feita no trigésimo dia. A partir
desse ponto a eficiéncia na degradagéo foi de, aproximadamente, 43,4 % dos valores
das concentragOes iniciais de fenol. Duas inje¢des de sulfato também foram feitas,
assim que sua concentragfio decaia para que a fonte de enxofie nfio se esgotasse,
possibilitando, assim, a manuten¢do das condigdes necessarias para o crescimento
das bactérias redutoras de sulfato. A Figura 5. 11 ilustra o comportamento da
degradagfio de fenol e o consumo de sulfato. As setas, nesta figura, indicam,
respectivamente, os pontos onde foram feitas injegdes de extrato de levedura (curva
da degradagio do fenol) e sulfato (curva do consumo do sulfato) nos reatores.

A eficiéncia da remogéo de fenol foi de, aproximadamente, 98,2% no final

do ensaio; as concentragdes iniciais que eram de 307,3 mg/l passaram para 5,6 mg/!

aos 51 dias.
—o— Fenol (307,3 mg/l)
—=— Sulfato (160 mg/l)
_ 350
‘g‘a 300 -
~ 250 -
o
‘§, 200
= 1580 A
=
§ 100 -
o 50 "
o O T \-hl* 1
0 60 80
Tempo (dias)

Figura 5. 11 Variagiio temporal do ensaio com reatores em batelada alimentados com fenol. e
sulfato.
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Tabela 5. 7 Variagio temporal do ensaio com reatores em batelada alimentados com fenol e

sultato.
Tempo fenol sulfato
(dias) (mg/l) (mg/l)
1 307,3 160,0
4 3006,4 -
7 297,3 -
10 290,0 150,0
14 287,1 127,5
17 285,6 115,0
21 285,4 75,0
28 266,2 42,5
30 256,2 32,5
32 - 180,0
38 174,0 0
39 - 180,0
44 56,0 157,5
51 5,6 52,5
59 - 28,0
67 - 2

No inicio do ensaio foi observado, predominantemente, cocos, cocos com
estrias, bacilos, morfologias semelhantes a Methanosaeta sp e filamentos. No final,
observou-se baixa diversidade morfolégica como filamentos, morfologias
semelhantes &  Merthanosaeta sp, presencas de cocos, bacilos ovalados e
fluorescentes (Tabela 5. 14). As microscopias de contraste de fase e fluorescéncia

estdo ilustradas na Figura 5. 12.
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Figura 5. 12- Morfologias observadas sob microscopia de contraste de fase e fluorescéncia do
ensaio de degradagfio com reatores alimentados com fenol (307,3 mg/l) e sulfato (160 mg/l): (a)
diplococos, bacilos e filamentos; (b) cocos e (¢) estafilococos.

5.3.3. Ensaio de degradacio com fenol, sulfato ¢ lactato

Aos 7 dias do inicio do ensaio a eficiéncia de degradagio do fenol foi de
8,9% (Tabela 5. 8). Com a presenga do lactato, como co-substrato, observou-se
consumo mais rapido do sulfato, em fungéo do tempo.

Nessa fase também foi necessaria a inje¢do do extrato de levedura, no
trigésimo dia, para acelerar o processo. Esse fato foi verificado com a amostragem
aos 38 dias onde a eficiéncia de degradagdo de fenol foi de 75,8%, ou seja,
concentragdes iniciais de 322,3 mg/l passaram para 78,0 mg/l. Essa ocorréncia pode
estar relacionada diretamente com a inje¢do de extrato de levedura.

A Figura 5. 13 ilustra o comportamento da degradagio de fenol e consumo

de sulfato em fungdio do tempo. A seta na curva de degradagfio do fenol indica a
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injecdo de extrato de levedura. As setas, na curva do sulfato, indicam as trés injegcdes

efetuadas ao longo do tempo.
A eficiéncia da remocéio de fenol foi de, aproximadamente, 98,8% ao final
dos 51 dias de ensaio. As concentragdes iniciais que eram de 322,3 mg/l passaram

para 3,9 mg/l em 51 dias.

Tabela 5. 8 Variagio temporal do ensaio com reatores em batelada alimentados com fenol,
sulfato e lactato.

Tempo Fenol Sulfato
(dias) (mg/l) (mg/1)
1 3223 160
4 311,4 10
7 293,6 0
10 282,2 185
14 262,4 150
17 - 135
21 269,5 82,5
24 - 525
28 217,5 7,5

30 - 182,5

38 78,0 7,5
39 . 182,5
44 11,0 147,5
51 3,9 5
59 . 34
67 - 22
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Figura 5. 13 Variacdo temporal do ensaio com reatores em batelada alimentados com fenol,
sulfato e lactato.

A Tabela 5. 9 e Figura 5. 14 demonstram o consumo de lactato em fungéio
do tempo. Aos 28 dias do inicio do ensaio a concentragdo foi de 1,72 mg/l; o que
representou 99,64% do consumo da concentragfio inicial. Nova injecfio de lactato foi
efetuada, aos 30 dias do inicio do ensaio. O ensaio se encerrou com 51 dias e a
concentragdo final de lactato foi de 1,72 mg/l; representando assim consumo de
99,63% desse composto. Houve produgiio de 4cidos isobutirico, isovalérico e
propidnico. A andlise dos dados levou a formulagfio da seguinte hipétese: Com a
utilizagdo das fontes alternativas de carbono (lactato e extrato de levedura) pode ter
havido aumento da biomassa bacteriana. Esse fato foi evidenciado no aumento da
decomposi¢iio do fenol. Com o esgotamento das fontes de carbono a conseqiiente
lise celular dessa biomassa bacteriana pode ter acarretado na produgdo de sub-
produtos como os 4cidos isobutirico, isovalérico e propi6énico. Uma outra hipétese é
que microrganismos que degradam compostos cdusticos como  fenol possuam
mecanismos de defesa como produgfio de uma matriz polissacaridica. Essa camada
de protegfio pode também conter lipidios que, quando oxidados, produzem écidos

como isobutirico, isovalérico e propidnico.
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Tabela 5. 9 Variagio temporal de lactato do ensaio de degradaciio com reatores alimentados

com fenol, sulfato e lactato.

Tempo Acido Acido Acido Acido
(dias) Latico Isobutirico Isovalérico Propidnico

Mg/ Mg/ Mg/ Mg/

1 478,16 - - -
4 5,5 - 4,89 4,42

7 3.35 3,5 17,09 -
10 1,88 4,49 26,11 -
14 4 3,62 36,64 -
17 2.35 - 44,21 -
21 2,83 - 99,68 -
28 1,72 - 74,36 -

30 472,16 36,51 27,46 105,51
44 2,07 - 242,43 -
51 1,84 365,04 -

(-) ndo detectado

600
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100 ~
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Figura 5. 14 Variag¢do temporal de dcidos orgiinicos do ensaio de degradaciio com reatores
alimentados com fenol, sulfato e lactato.

No inicio do ensaio foram observados cocos, cocos com estrias, bacilos

curvos, morfologias semelhantes & Methanosaeta sp, bacilos curvos, nanobactérias

moveis, cistos de sarcina e filamentos. No final observou-se o predominio de bacilos
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fluorescentes e estafilococos. As microscopias de contraste de fase e fluorescéncia

estdo ilustradas na Figura 5. 15.

(© (d)

Figura 5. 15 Morfologias observadas sob microscopia de contraste de fase e fluorescéncia do
ensaio de degradagéio de fenol (322,3 mg/l), sulfato (160 mg/l) e lactato (478,2 mg/l): (a)
estafilococos, filamentos e nanobactérias; (b) cisto de sarcinas; (c¢) bacilos, filamentos,
nanobactérias e (d) cocos (1500x).

A Tabela 5. 10 descreve o comportamento dos sélidos totais volateis dos
ensaios dos reatores anaerdbios alimentados com fenol, sulfato e co-substratos.

Nos ensaios de degradagfo alimentados com fenol, sulfato e co-substratos a
variagfio foi pequena quando comparado com os ensaios alimentados com fenol e
sulfato. Somente nos reatores com fenol (307,3 mg/l) e sulfato (160 mg/l) a
variagdo foi ligeiramente mais expressiva onde ocorreu decréscimo nas
concentrages de solidos totais volateis de 2,67 g/l para 2,05 g/l, representando
23,2%.
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Tabela 5. 10 Solidos totais voliteis determinados no inicio e no final dos ensaios com reatores
alimentados com fenol e sulfato,

Reatores alimentados com fenol, sulfato e adic¢iio de co- | *Inicial Final

substratos &/ &b
Fenol (329,3 mg/l) 2,67 2,36
Fenol (307,3 mg/l) ¢ Sulfato (160 mg/1) 2,67 2,05
Fenol (322,3 mg/l), Sulfato (160 mg/l) e Lactato (478,16 mg/l) 2,67 2,73
Fenol (322,3 mg/l) Sulfato (150 mg/l) e Etanol (129,76 mg/l) 2,67 2,58

* Tnicial - in6culo

5.3.4. Ensaio de degradaciio com fenol , sulfato e etanol

A eficiéncia de degradagfio de fenol foi de, aproximadamente, 3,7% nos
primeiros 7 dias do ensaio; bem menos eficiente que nos ensaios com fenol (307,3
mg/l); fenol (322,3 mg/l), sulfato (160 mg/l) e lactato (478,2 mg/l), quando
comparados.

A injecio de extrato de levedura, também, foi importante como fator
acelerador na eficiéncia da degradacio de fenol. Na Tabela 5. 11 esta descrito o
comportamento da degradagiio do fenol e o consumo do sulfato.

Aos 28 dias obteve-se 22,1% de eficiéncia de remogdo de fenol;
concentragdes iniciais de 332,1 mg/l passaram para 258,7 mg/l. Aos 38 dias do inicio
do ensaio e, portanto, apos a adigio do extrato de levedura, obteve-se 58,6% de
remocio de fenol, com concentrages de 137,5 mg/l. Observa-se que, com a injegfio
do extrato de levedura, a eficiéncia da remogdo do fenol saltou de, aproximadamente,
3,7% aos 4 dias para 58,6% aos 38 dias.

Injecdes de sulfato também foram necessarias para que se mantivessem as
fontes de enxofre disponiveis para as bactérias redutoras de sulfato e, assim, haver a
remocio do fenol. A Figura 5. 16 ilustra o comportamento da degradagéo do fenol e
o consumo do sulfato ao longo do tempo. A seta indica a injegéio de extrato de
levedura. As setas, na curva do sulfato, indicam as inje¢des efetuadas ao longo do
tempo. A eficiéncia na remogéo de fenol foi de, aproximadamente, 98,8% no final do

ensaio. As concentragdes iniciais de 332,1 mg/l passaram para 4,0 mg/l aos 51 dias.
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Tabela 5. 11 Variagie temporal do ensaio com reatores em hatelada alimentados com fenol,
sulfato e etanol.

Tempo (dias) Fenol (mg/l) Sulfato (mg/l)
1 332.1 150
4 319,8 100
7 319,7 57,5
10 296,8 47,5
14 - 0
17 - 182,5
21 282,5 142,5
28 258,7 125
30 . 122,5
38 137,5 0
39 - 182,5
44 95,1 172,5
51 4,0 57,5
59 - 27,0
67 - 14

A Tabela 5. 12 e Figura 5. 17 demonstram o comportamento do consumo
de etanol nesse ensaio. Ha sete dias do inicio do ensaio as concentragdes de etanol
foram de 40,31 mg/l, o que representou 68,93% de seu consumo. A partir de 14 dias
nfo se detectou etanol nas amostragens evidenciando que o composto foi consumido
totalmente.

O rapido consumo do etanol pode ser admitido pelo fato de tratar-se de uma
molécula simples, com apenas 2 carbonos em sua constituigdo e sem duplas ligagdes.
Essas caracteristicas facilitaram seu consumo pelos microrganismos presentes no

reator.
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Figura 5. 16 Variagiio temporal do ensaio com reatores em batelada alimentados com fenol,
sulfato e etanol.

Tabela 5. 12 Variaciio temporal do consumo de etanol no ensaio ¢om reatores alimentados
com fenol, sulfato e etanol.

Tempo (dias) Etanol (mg/1)

1 129,8
7 40,3
14 -
29 -
39 -
46 -
33 -

(-) ndo detectado
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Figura 5. 17 Variacfio temporal do consumo de etanol no ensaio com reatores alimentados com
fenol , sulfato e etanol.

No inicio do ensaio foram observadas as presengas de cocos, cocos com
estrias, bacilos, morfologias semelhantes & Methanosaeta sp, bacilos curvos,
nanobactérias moveis, cistos de sarcina e filamentos. No final, observou-se baixa
diversidade morfolégica como raros filamentos, presencas de cocos, bacilos € o
predominio de bacilos fluorescentes (Tabela 5. 14). As microscopias de contraste de

fase e fluorescéncia estfo ilustradas na Figura 5. 18.

(b)

Figura 5. 18 Morfologias observadas sob microscopia de contraste de fase e fluorescéncia do
ensaio com reatores alimentados com fenol (332,1 mg/l), sulfato (150 mg/l) e etanol (230 mg/1):
(a) estafilococos, filamentos septados e (b) morfologias semelhantes a Metanosaeta sp.

A Tabela 5. 13 e Figura 5. 19 demonstram o comportamento da produgéo

de gas metano nos ensaios.
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No ensaio com fenol a produgfo de gas metano variou de 17,9 mg/l a
253,2 mg/l e houve estabiliza¢do do processo aos 43 dias com 177,2 mg/l. No ensaio
com fenol e sulfato houve variagdo da produgio de gas metano de 27,6 mg/l a 295,0
mg/l e estalizagio com 59 dias a 188,9 mg/l. No ensaio com fenol, sulfato e lactato
houve varia¢do de 18,5 mg/l a 143,5 mg/l e estabilizagdo do processo de produgio
com 59 dias a 133,8 mg/l. No ensaio com fenol, sulfato e etanol a variagdo da
producio de gas foi de 24,7 mg/l a 149,8 mg/l e a estabilizagio do processo de
produgdo ocorreu com 1435 mg/l aos 66 dias.

Nos quatro ensaios a produgio méaxima de gas metano ocorreu apos as
injecdes de extrato de levedura. Isso pode estar relacionado com o aumento da
atividade microbiana e aceleracdo no processo de degradacdo do fenol, com
conseqiiente produgdio de hidrogénio e acetato para utilizagio pelas arqueas

metanogénicas, com a producdo do biogas.

Tabela 5. 13 Produgio de gis metano nos cnsaios de degradacio de fenol, sulfato e co-
substratos.

Tempo Fenol Fenol (307,3 mg/l) e | Fenol (322,3 mg/l), | Fenol (322,3 mg/l)
(329,3 mg/l) Sulfato (160 mg/l) Sulfato (160 mg/l) e | Sulfato (150 mg/l)
Lactato (478,2 mg/l) e Etanol
(dias) mg/l mg/l mg/l (szfg'};g’ D
1 17,9 27,6 18,5 24.7
3 19,6 55,6 21,0 65,5
6 27,7 79,2 26,5 88,5
9 31,0 47,1 28,5 75,3
13 25,1 49 4 30,5
16 42,2 90,4 36,8 93,9
20 29,0 71,8 33,9 75,0
23 48 4 294
27 95,7 145,9 46,7 136,6
34 106,2 94,4 149,8
37 253,2 295,0 143,5
43 177,2 257,5 127,9 102,9
51 169,1
59 188,9 133,8 163,4
66 143,5
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Figura 5. 19 Variagéio da produgio de gids metano dos ensaios com reatores alimentados com
fenol sulfato e co-substratos,

A Tabela 5. 14 descreve a caracterizagio morfologica do ensaio alimentado
com fenol, sulfato e co-substratos. No ensaio com fenol (329,3 mg/l) observou-se o
predominio de bacilos retos, ovalados e cocos. Notou-se, também, a freqiiéncia de
cocos com estrias, diplococos, estafilocos, filamentos septados e morfologias
semelhnates a Methanosaeta sp. Filamentos, bacilos curvos, bacilos com pontuagtes
nas extremidades, bacilos fluorescentes e morfologias semelhantes a Methanosarcina
foram pouco freqiientes.

No ensaio com fenol (307,3 mg/l) e sulfato (160 mg/l) observou-se o
predominio de bacilos retos, cocos e estafilococos. Notou-se a freqiiéncia de cocos
com estrias. Bacilos ovalados, filamentos, morfologias semelhantes a Methanosaeta
sp foram poucos freqlientes. N&o foram observados morfologias semelhantes a
Methanosarcina sp e cocos fluorescentes.

No ensaio com fenol (322,3 mg/l), sulfato (160 mg/l) e lactato (478,16 mg/l)
foram observados predominio de bacilos ovalados, diplococos em pares e cocos
fluorescentes. Os bacilos curvos e filamentos longos foram freqiientes. Os cocos com
estrias, estafilococos, filamentos curtos e morfologias semelhantes a Methanosaeta
sp foram pouco freqlientes. Ndo foram observados bacilos retos e cocos

fluorescentes.
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No ensaio com fenol (322,3 mg/l), sulfato (150 mg/l) e etanol (129,8 mg/l)
observou-se o predominio de bacilos retos, cocos e filamentos. Estafilococos foram
freqiientes. Bacilos ovalados, diplococos e morfologias semelhantes a Methanosaeta
sp foram pouco freqiientes.

Evidenciou-se presenga de nanobactérias moveis nos ensaios com fenol e
sulfato; fenol sulfato e lactato e; fenol sulfato e etanol. Nos quatro ensaios ndo foram

evidenciados bacilos com extremidade arredondada e cocos fluorescentes.

Tabela 5. 14 Caracterizagio morfolégica dos ensaios de alimentados com fenol , sulfato e co-
substratos.

Morfologias Fregiiéncia
Fenol Fenol Fenol Fenol
(3293 mg/) | (3073 mg/) |  (322,3mg/), (322,3 mg/l)
e Sulfato Sulfato Sulfato
(160 mg/l) (160 mg/l) e (150 mg/l) e
Lactato Etanol
(478,16 mg/l) (129,76 mg/l)
BACTERIAS
Bacilos com ++ + + +
pontuagdes nas
extremidades
Bacilos retos ++++ +4+++ - I
Bacilos ovalados ++++ ok Aepe - ++
Bacilos curvos ++ + +++ -
Cocos ++++ ++++ +++ 4+
Cocos com estrias o -+ ++ ¥
Diplococos +++ + ++++ ot
Estafilococos +++ 4+ ++ +4+
Filamento ++ ++ +++ 4+
Filamento septado 5+ + + -
Nanobactérias - + +- +
moveis
ARQUEAS
METANOGENICAS
Methanosarcina sp. ++ - + 2
Methanosacta sp. -+ ++ 4 ++
Cocos fluorescentes - 2 - .
Bacilos fluorescentes ++ ++ 44+ -
Bacilos retos i - + :
fluorescentes

(++++) predominantes; (+++) [reqilentes; (++) pouco freqiientes, (+) raros; (-) ndo
observados.
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Na Figura 5. 20 est4d demonstrada a variagdo do consumo de sulfato nos
ensaios com fenol (307,3 mg/l) e sulfato (160 mg/l), fenol (322,3 mg/l), sulfato (160
mg/l) e lactato (478,2 mg/l), fenol (332,1 mg/l), sulfato (150 mg/l) e etanol (129,8
mg/l). As setas indicam os pontos onde foram efetuadas novas inje¢des de sulfato,
no momento em que houve declinio de seu consumo. O ensaio com fenol e sulfato
necessitou de duas injegdes de sulfato: aos 32 dias e 39 dias do inicio. O ensaio
com fenol, sulfato e lactato necessitou de trés injegdes de sulfato: aos 10 dias, aos
30 dias e aos 39 dias do inicio. O ensaio com fenol, sulfato e etanol necessitou de 2
inje¢des de sulfato: aos 17 dias e aos 39 dias do inicio. Nesses ensaios as
concentragdes totais de sulfato adicionadas durante o periodo experimental foram
iguais a, respectivamente, 520 mg/l, 710 mg/l e 515 mg/l. As reduges de sulfato
do ensaio com fenol e sulfato foram de 79,7% da concentragéo inicial aos 30 dias. O
ensaio com fenol, sulfato e lactato consumiu todo sulfato nos sete primeiros dias. O
ensaio com fenol, sulfato e etanol consumiu todo sulfato nos primeiros quatorze dias.
O consumo de sulfato foi maior nos ensaios que continham outras fontes de carbono;
ou seja, nos ensaios com lactato e etanol. Com esses resultados esperava-se maior
eficiéncia na degradagfo de fenol nos ensaios onde o consumo de sulfato foi maior.
Tal fato se justificaria considerando, provavelmente, aumento das BRS, devido a
presenga de substratos organicos preferenciais para seu crescimento. No entanto,
quando se observa a Figura 5. 21 verifica-se o comportamento semelhante da
degradacgiio do fenol nos quatro ensaios. A seta indica o ponto onde foi efetuada a
injecdo de extrato de levedura.

Embora se tratassem de quatro ensaios distintos, as eficiéncias de
degradagao foram semelhantes. Esse fato foi confirmado com a aplicagéo do teste de
hipétese Kruskal-Wallis, com nivel de significincia de 5%, obtendo-se p = 0,5317.
Os quatro ensaios foram, portanto, considerados estatisticamente iguais.

A remogéo de fenol, ao final dos 51 dias, nos ensaios com fenol (329,3
mg/l); fenol (307,3 mg/l) e sulfato (160 mg/l); fenol (322.3 mg/l), sulfato (160 mg/l)
e lactato (478,16 mg/l); fenol (332,1 mg/l), sulfato (150 mg/l) e etanol (129,76
mg/l), foi de, respectivamente, 99,8%, 98,2%, 98,8% e 98,8% das concentragdes
iniciais. Ressalta-se, também, a importincia da inje¢fio do extrato de levedura aos 30

dias do inicio dos ensaios.
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Figura 5. 20 Variagfio temporal do consumo de sulfato nos reatores alimentados com fenol e
sulfato; fenol, sulfato e lactato e; fenol, sulfato ¢ etanol.
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Figura 5. 21 Variacio temporal da degradagfio de fenol nos reatores alimentados com fenol,
sulfato e co-substratos.
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5.4. Ensaios de degradagio em reatores em batelada alimentados com fenol,

sulfato e extrato de levedura

O primeiro ensaio foi realizado com 239,7 mg/l de fenol e 0,05% de extrato
de levedura. Nesse ensaio obteve-se remogdo total de fenol com 11 dias de
operagido. Aos 3 dias do inicio do ensaio a remog¢do do fenol foi de,
aproximadamente, 5,14%. Aos 7 dias as concentragdes foram de 89,9 mg/l, o que
representou 62,47% de eficiéncia de degradagio das concentragBes iniciais. A
rapidez dessa remogdo pode estar relacionada, dirctamente, com a presenga do
extrato de levedura. A Tabela 5. 15 e a Figura 5. 22 descrevem o comportamento do

fenol no ensaio com concentragdes de 239,7 mg/l. A eficiéncia da remogfo de fenol

foi de 100% ao final dos 11 dias de ensaio.

Tabela 5. 15 Variagio temporal do consumo de fenol dos reatores em batelada alimentados
com fenol ¢ extrato de levedura,

Tempo Fenol
(dias) (mg/)
: 239,7
i 227,3
g 89,9
1 0
—o—Fonol 239,7mg/) |
= 300 ~
E 250 3
g 200 -
g 150 -
§ 100 +
c 50 N
§ ol
Tempo (dias)

Figura 5. 22 Variac¢fio temporal do consumo de fenol dos reatores em batelada alimentados
com fenol e extrato de levedura,
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O préximo ensaio foi realizado com 234,3 mg/l de fenol, 162,5 mg/l de

sulfato e 0,05 % de extrato de levedura.

Nesse ensaio todo fenol foi consumido em 17 dias. Com 3 dias a eficiéncia
de degradagiio do fenol foi de 4,2% ou seja; concentragdes iniciais de 234,3 mg/l
passaram para 224,4 mg/l. Com 10 dias do inicio do ensaio a eficiéncia de
degradacfo foi de 74,6%, com concentra¢des de 59,4 mg/l. Com 3 dias de ensaio o
consumo de sulfato foi de 50,8% ou seja; as concentragdes que estavam em 162,5
mg/l passaram para 82,5 mg/l. Com 10 dias de operagfo as concentragdes de sulfato
foram de 7,5 mg/l, representando consumo de 95,4% das concentragdes iniciais. O

consumo de sulfato foi de 98,8% ao final de 24 dias de operagéo.

A Tabela 5. 16 e Figura 5. 1Figura 5. 23 demonstram o comportamento da

degradagfio de fenol e sulfato no ensaio de fenol (234,3 mg/l) e sulfato (162,5 mg/l).

Tabela 5. 16 Variagio temporal do consumo de fenol e redugfio do sulfato dos reatores em
hatelada alimentados com fenol , sulfato e extrato de levedura,

Tempo Fenol Sulfato
(dias) (mg/l) (mg/l)
1 2343 162,5
3 2244 82,5
7 146,6 20
10 59,4 1.5
13 2,89
17 0 5
19 6
24 2
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Figura 5. 23 Variacio temporal do consumo de fenol e redugéio do sulfato dos reatores em
batelada alimentados com fenol , sulfato e extrato de levedura.

O préximo ensaio foi realizado com 256,0 mg/l de fenol, 500 mg/l de
sulfato e 0,05% de extrato de levedura. Com 17 dias o ensaio teve 99,3% de
eficiéncia na degradagio de fenol com concentragdes finais de 1,7 mg/l. Aos 7 dias
do inicio do ensaio a eficiéncia de remog¢#o do fenol foi de 62,2%; as concentragdes
iniciais de 256,0 mg/l passaram para 96,8 mg/l e, aos 10 dias as concentragdes foram
de 36,1 mg/l; o que equivaleu a 85,9% de degradag@o.

Aos 4 dias do inicio as concentragSes de sulfato foram de 450 mg/l,
equivalendo a 10% da concentragfio total consumida, que era de 500 mg/l. Com 17
dias as concentragdes de sulfato eram de 105 mg/l, representando, com isso, 79% de
remogéo das concentragOes iniciais. Aos 50 dias do ensaio as concentragtes de
sulfato foram zeradas.

A Tabela 5. 17 e Figura 5. 24 demonstram a degradagfio de fenol e

consumo do sulfato em fungfo do tempo.



Tabela 5. 17 Variaciio temporal do consumo de fenol e sulfato dos reatores em batelada
alimentados com fenol , sulfato e extrato de levedura.

Tempo Fenol Sulfato
(dias) (mg/l) (mg/l)
1 256 500
3 251,2 -
4 - 450
7 1513 331,3
10 96,8 260
13 36,1 220
17 1.7 105
32 - 26
34 - 25
44 - 25
47 - 4
50 - 0

Concentragao (mg/l)

—eo— Fenol (256,0 mg/l)
Sulfato (500 mg/l)

41
Tempo (dias)

61

Figura 5. 24 Variagéio temporal do consumo de fenol e sulfato dos reatores em batelada
alimentados com fenol , sulfato e extrato de levedura.

71
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A Figura 5. 25 demonstra a degradagfio de fenol dos ensaios com: fenol
(239,7 mg/l); fenol (234,3 mg/l) e sulfato (162,5 mg/l) e; fenol (256,0 mg/l) e sulfato
(500 mg/l).

O ensaio alimentado com fenol (239,7 mg/l) obteve 100% de eficiéncia na
degradagdo de fenol em apenas 11 dias.

Os ensaios alimentados com fenol (234,3 mg/l) e sulfato (162,5 mg/l) e
fenol (256,0 mg/l) e sulfato (500 mg/l) tiveram eficiéncia de degradagfio de,
respectivamente, 98,8% e 99,3% com 17 dias de operagéo. O fato desses dois ensaios
serem operados com concentragdes diferentes de sulfato ndo influenciou no tempo
em que o fenol foi degradado. Apesar dos reatores terem sido operados em
condigdes distintas ndo houve diferencas significativas na eficiéncia de degradagéo
do fenol. Esse fato foi confirmado com a aplicagfo do teste de hipotese A Nova, com
nivel de significAncia de 5%, obtendo-se p = 0,9096. Os trés reatores foram,

portanto, considerados estatisticamente iguais.

—o—Fenol (239,7 mg/l)
—=—Fenol (234,3 mg/l) e Sulfato (162,5 mg/l)
—a—Fenol (256,0 mg/l) e Sulfato (500,0 mg/l)

w
o
o

= N
o O
o O

Concentragao
(mgafl)

Tempo (dias)

Figura 5. 25 Variacédo temporal do consumo de fenol nos ensaios alimentados com fenol,
sulfato e extrato de levedura.

A Tabela 5. 18 descreve o comportamento dos solidos totais volateis dos
ensaios de degradagfio dos reatores anaerobios alimentados com fenol e sulfato e

extrato de levedura. As variagdes das concentragdes iniciais e finais de solidos totais
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volateis foram proximas de 10% e, portanto muito pequenas nfo sendo possivel

inferir sobre variagdo de biomassa microbiana.

Tabela 5. 18 Sclidos totais volateis determinados no inicio e no final dos ensaios alimentados
com fenel, sulfato e extrato de levedura.

Ensaios alimentados com fenol, sulfato e extrato de levedura

Ensaios *Inicial Final

(g (g

Fenol (239,7 mg/l); 7,5 6,67
Fenol (234,3 mg/l) ¢ Sulfato (162,5 mg/l) 1,5 6,80
Fenol (256,0 mg/1), Sulfato (500 mg/1) 7.5 6,60

*Inicial - méculo

Dois ensaios controles foram realizados com reatores alimentados com
sulfato (170 mg/l) e; sulfato (200 mg/l) e extrato de levedura (0,05%).

O ensaio de degradagéo alimentado com sulfato (170 mg/l) teve duragéio de
14 dias com consumo total nesse periodo. O ensaio alimentado com sulfato (200
mg/l) e extrato de levedura (0,05%) teve reducfo total da fonte de enxofre em 13
dias.

Aos 3 dias do inicio os ensaios alimentados com sulfato (170 mg/l) e
sulfato (200 mg/l) e extrato de levedura tiveram, respectivamente, remogio de sulfato
de 22,1% e 30%. Aos 9 dias as porcentagens de redu¢fio de sulfato foram de,
respectivamente, 94,1% e 96,25%.

A Tabela 5. 19 e Figura 5. 26 demonsfram o consumo de sulfato em fungéo
do tempo dos ensaios alimentados com sulfato (170 mg/l) e; sulfato (200 mg/l) e
extrato de levedura.

Pela analise comparativa dos ensaios observou-se que ambos tiveram
comportamento semelhante. A presenga do extrato de levedura no ensaio com
sulfato ndo demonstrou diferengas significativas quando comparado com o ensaio
alimentado somente com sulfato. Esse fato foi confirmado com a aplicacfio do teste
de hipétese i-Student, com nivel de significancia de 5%, obtendo-se p = 0,6975. Os
ensaios controle foram, portanto, considerados estatisticamente iguais.

Esses ensaios foram montados como controle. Como néo foram adicionadas
fontes de carbono, ndo se esperava o consumo de sulfato. Desse modo, duas

hipoteses podem ser aceitas pelo consumo de sulfato nos reatores: (1) presenga de
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dcidos orgédnicos no indculo ; (2) decomposi¢do celular com liberagio de acidos

orgdnicos e; (3) redugdo de sulfato por

possibilitando o consumo do sulfato.

metabolismo microbiano end6geno

Tabela 5. 19 Variagiio temporal da redugiio de sulfato dos ensaios controles alimentados com
sulfato e sulfato e extrato de levedura.

Tempo Sulfato Sulfato ¢
extrato de
levedura
(dins) (mg/) | (mefh
1 170,0 200
3 132,5 140
4 - 97,5
8 27,5 -
9 10,0 7,5
13 - 0
14 0 -

250 -
200
150
100

Concentragao (mg/l)
(o)
o

o

»— Sulfato e extrato de levedura (0,05%)
—=— Sulfato

Tempo (dias)

Figura 5. 26 Variagfio temporal da redugfo de sulfato dos ensaios controles alimentados com
sulfato e sulfato e extrato de levedura.

A Tabela 5. 20, Figura 5. 27 e Figura 5. 28 descrevem o comportamento da

produgio de gis metano nos ensaios alimentados com fenol, sulfato e extrato de

levedura e nos ensaios controle alimentados com sulfato e extrato de levedura. A

primeira amostragem foi efetuada apods 24 horas da montagem dos ensaios.



No ensaio alimentado com fenol (239,7 mg/l) ocorreu produgdo 146,1 mg/l
de gas metano no primeiro dia. A estabilizagdo do processo se deu aos 59 dias do
inicio do ensaio com 300,3 mg/l de produgdo de gas metano. Observou-se aumento
de 205,5% da produg¢do desse gas no periodo de operagiio desse ensaio.

No ensaio alimentado com fenol (234,3 mg/l) e sulfato (162,5 mg/l)
obteve-se 127,7 mg/l de produgfio de gas metano no primeiro dia. A estabilizagio
ocorreu aos 59 dias com producdo de 290,5 mg/l de gas metano. Observou-se
aumento de 227,5% na produgio de gas metano no final desse ensaio.

No ensaio alimentado com fenol (256,0 mg/l) e sulfato (500 mg/l) ocorreu
produgiio de 157,7 mg/l de gas metano no primeiro dia e aos 59 dias, 289,6 mg/l.
Observou-se, entdio, aumento de 183,6% na produciio desse gas.

Nos ensaio controle alimentado com sulfato (170 mg/l) ocorreu produgfio de
160,2 g/l de gas metano no primeiro dia e, no final do ensaio, aos 57 dias, 273,9
mg/l. Observou-se aumento de 171,0% na producio de gas metano.

No ensaio controle alimentado com sulfato (200 mg/l) e extrato de levedura
ocorreu 43,6 mg/l e, aos 31 dias 205,8 mg/l de produgdo de gas metano. Observou-
se produciio 472,0% de gas metano.

Em todos os ensaios houve produgio crescente de gas metano. Isso pode
ser devido a presenca de acidos orgénicos e hidrogénio advindos da degradagdo do
fenol. Esses acidos e hidrogénio foram utilizados pelas arqueas metanogénicas
transformando-os em metano.

As morfologias semelhantes & Methanosaeta sp também foram observadas
mas, seu dominio ocorreu, principalmente, no final dos ensaios evidenciando ainda
mais as razdes do aumento nas concentragdes de gas metano.

A Tabela 5. 21 descreve o comportamento dos sélidos totais volateis dos
ensaios controle alimentados com sulfato e extrato de levedura. As variagdes das
concentragdes iniciais e finais de sélidos totais volateis foram proximas de 12% para
o ensaio com sulfato e; 2% para o ensaio com sulfato e extrato de levedura. Essas
variagdes foram muito pequenas e, portanto, ndo sendo possivel inferir sobre
variagio de biomassa microbiana.

Vérios exames microscopicos foram feitos durante a realizagdo dos ensaios.

Observou-se mudanga na morfologia dos microrganismos. A Figura 5. 29 e Figura
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5. 30 ilustram a diversidade morfologica dos microrganismos observada nos ensaios
tais como cocos, bacilos, vibrios, filamentos, morfologias semelhantes &
Methanosaeta sp e cistos de sarcinas.

No inicio dos ensaios a diversidade morfologica foi maior. Foram
evidenciados cocos, bacilos, vibrios, nanobactérias moéveis, filamentos (Figura 5. 29

(a) e (¢)) e principalmente cocos estriados (Figura 5. 29(f)).

Tabela 5. 20 Variagdo temporal da produgiio de metano nos ensaios alimentados com fenol,
sulfato ¢ exérato de levedura e; ensaios controles com sulfato e sulfato e extrato de levedura.

Tempo Fenol Fenol Fenol Sulfato Sulfato
(dias) (239,7 mg/l) (234,3mg/l e | (256,0 mg/l) e (170 mg/l) (200 mg/l) e
Sulfato Sulfato extrato de
(162,5 mg/l) (500 mg/l) levedura
(mg/1) (mg/l) (mg/1) (mg/l) (mg/l)
1 146,1 127,7 157,7 160,2 43,6
2 - - - 132,7 -
3 - - - 73,4
El - - 149,9 141,9 -
6 = 2 - 103,9
7 189,1 1544 1712 -
8 . . " 191,1 178,4
10 279,1 273,2 210,5 -
12 - - - 202,0 -
13 254,6 263,3 - 201,5
15 - - - 178,7
16 258,8 249 8 - -
18 1754 322,7 315,7 s
19 320,0 162,4 2421 =
20 - - B 191.8
22 - - - 2147
23 292,6 270,0 147,6 -
24 - - - 226,2
25 - - - 267,8 -
27 - - - 261,9
30 - - - 203,3
31 - - - 205,8
32 - - - 327.8 -
36 317,9 294 4 i :
38 319,2 307,7 2382 -
39 - - - 389.7 -
40 310,7 313,0 163,1 -
41 - - - -
43 311,6 3173 - -
45 361,8 342.9 - -
46 - - - -
48 - - - 285.5 -
50 337.8 3359 304.8 -
52 400,1 3774 294.1 -
53 - - - 271,1 -
55 - - - 2959 -
57 364.8 333,7684 316,1 273.9 -
59 300,3 290.5 289.6 -
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Figura 5. 27 Variacio temporal da produgiio de metano dos reatores alimentados com fenol,

sulfato e extrato de levedura.

150

Concentracdo (mgll)

—e— Sulfato (200 mg/l) e extrato levedura (0,05%)
—u— Sulfato (170 mg/l)

T T T -y ——

TéMpo (didd]

Figura 5. 28 Variagfo temporal da produgiio de metano nos ensaios controle alimentados com

sulfato e sulfato e extrato de levedura.
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Tabela 5. 21 Solidos totais volateis determinados no inicio ¢ no final dos ensaios alimentados
com fenol, sulfato e extrato de levedura.

Ensaios controle alimentos com sulfaio

Ensaios *Inicial Final

(g/) (g/)
Sulfato (170 mg/) 9.8 8,58
Sulfato (200 mg/l) e extrato de levedura 9.3 9,14

*Inicial - in6culo

No final dos ensaios, quando o fenol ja fora degradado, observou-se
mudanca na morfologia microbiana. Morfologias semelhantes a Methanosaeta sp
tornaram-se abundantes neste momento, tomando o lugar dos cocos estriados agora
menos frequientes ( Figura 5. 29 (d)). Através da Figura 5. 30 (b) de amostra final
do ensaio observou-se a presenga de filamentos, morfologias semelhantes a
Methanosaeta sp e alguns cocos com rompimento da parede celular. Essa mudanga
pode explicar, também, a producdo de gas metano ao longo dos ensaios,
evidenciando, mais uma vez, a presenga de microrganismos metanogénicos na etapa
final da degradacéo do fenol (ZHOU & FANG, 1997).

A Tabela 5. 22 descreve a caracteriza¢io morfologica dos ensaios com fenol,
sulfato e extrato de levedura e nos ensaios controles com sulfato e sulfato e extrato
de levedura.

No ensaio com fenol (239,7 mg/l) foram predominantes as presencgas de
bacilos retos, bacilos com extremidade arredondada, cocos com estrias,
nanobactérias moéveis e morfologias semelhantes Methanosaeta sp. Foram
observadas as freqiiéncias de:bacilos curvos, cocos, diplococos, estafilococos e
filamentos.

No ensaio com fenol e sulfato (162,5 mg/l) foram predominantes as
presengas de cocos, filamentos curtos e morfologias semelhantes a Methanosaeta sp.
Foram observadas as freqiiéncias de bacilos ovalados, cocos com estrias,
estafilococos e filamentos longos. Registrou-se, também, pouca freqiiéncia de
bacilos com extremidade arredondada, bacilos retos, cocos em pares e filamentos
septados.

No ensaio com fenol e sulfato (500 mg/l) foram predominantes as presengas

de: filamentos longos e filamentos septados. Foram observadas as freqiiéncias de



79

bacilos com extremidades arredondadas, cocos, cocos com estrias e morfologias

semelhantes & Methanosaeta sp. Foram registradas presengas de morfologias

semelhantes a Methanosarcina sp. As presengas de bacilos retos, bacilos ovalados e

bacilos curvos nfio foram observados.

Tabela 5. 22 Caracterizagiio morfoldgica dos ensaios de degradagio de fenol, sulfato ¢ extrato

de levedura.

Morfologias Freqiiéncia
Fenol Fenol Fenol Sulfato Sulfato
(239,7 mg/l) | (234,3 mg/l) e | (256,0 mg/l) | (200 mg/I) ¢ | (170 mg/l)
Sulfato ¢ Sulfato extrafo de
(162,5 mg/l) | (500 mg/l levedura
BACTERIAS
Bacilos com - - - - -
pontuagdes nas
extremidades
Bacilos retos ++++ ot + +++ ++4++
Bacilos com F++ + 4+ + .
extremidade
arredondada
Bacilos ovalados + +++ - ot ++
Bacilos curvos s + = : ++
Cocos +++ At +++ +4+++ +++
Cocos com estrias ++++ +++ +++ + ++
Cocos em pares ++ ++ ++ + ++
Estafilococos ++ +++ - - -+
Filamento curto ++ bt Aot +++ +++
Filamento longo +F 4+ +H++ ++++ e
Filamento septado ++ ++ 44+ 44 A
Nanobactérias moveis +4+++ + + - b
ARQUEAS
METANOGENICAS
= i B - w

Methanosarcina sp.
Methanosaefta sp. ++4++ ++++ +4++ ++++ ++++

Cocos fluorescentes

Bacilos fluorescentes

Bacilos retos
fluorescentes

(+H+++) predominantes, (+++) freqilentes; (++) pouco freqiientes; (+) raros; (-) niio

observados.
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No ensaio confrole com sulfato (170 mg/l) foram predominantes as
presengas de cocos, filamentos longos, nanobactérias moveis e morfologias
semelhantes a Methanosaeta sp. Foram observadas as presengas de bacilos retos,

bacilos ovalados, filamentos longos e septados.

Em todos os ensaios de degradagfo realizados e nos reatores controles néo
foram detectados 4cidos orgénicos pelas analises de cromatografia gasosa.
Provavelmente, nas diversas fases da degradagfio, onde o composto foi degradado
varios acidos foram produzidos e, instantaneamente, consumidos pelos

microrganismos presentes.

A adigdo de extrato de levedura, em ambos ensaios, pareceu ser o fator
acelerador na degradagfio do fenol. No ensaio alimentando com fenol sulfato e co-
substratos observou-se, com a injecdo de extrato de levedura no trigésimo dia, a
acelera¢fio na degradagdo com o decréscimo das concentragdes de fenol. No ensaio
alimentado com fenol sulfato e extrato de levedura observou-se a degradagéio do
fenol em menor intervalo de tempo. Nesse caso pode- admitir-se que a adigéo de
extrato de levedura no inicio do ensaio acelerou o processo degradagio de fenol
fazendo com que o composto fosse removido mais rapidamente, quando comparado

com o ensaio com fenol e sulfato e co-substratos.
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Figura 5. 29 Morfologias observadas sob microscopia de contraste de fase e fluorescéncia dos
ensaios de degradagiio alimentados com Fenol (239,7 mg/l) e extrato de levedura (0,05%): (a)
cocos e filamentos septados (b) morfologias semelhantes & Methanosaeta sp., bacilos com
extremidades arredondadas e cocos ovalados. Fenol (234,3 mg/l), sulfato (162,5 mg/l) e extrato
de levedura (0,05%): (c) vibrios, morfologias semelhantes & Mefhanosaeta sp., cocos e bacilos
com extremidades arredondadas; (d) morfologias semelhantes & Methanosaeta sp. e cocos. Fenol
(256,0 mg/l), sulfato (500 mg/l) e extrato de levedura (0,05%): (e) morfologias semelhantes a
Methanosarcina sp., (f) cocos estriados, estafilococos e bacilos retos.
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(d)

Figura 5. 30 Morfologias observadas sob microscopia de contraste de fase e fluorescéncia dos
ensaios controle com sulfato (170 mg/l) : (a) cocos, bacilos com extremidades arredondadas e
bacilos retos; (b) cocos, filamentos e morfologias semelhantes & Methanosaeta sp. Ensaios
controle com sulfato (200 mg/l) e extrato de levedura (0,05%): (c) estafilococos e filamentos; (d)
diplococos em pares, cacos, bacilos retos e vibrios.
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6. Analises de biologia molecular através de técnicas de extragio de DNA

(DGGE)

Foram aplicadas técnicas de PCR/DGGE com a finalidade de comparar e
avaliar populagdes do Dominio Archaea, Dominio Bacteria e do Grupo das BRS
presentes nos reatores com as seguintes condigdes nutricionais: (1) fenol, sulfato e

co-substratos; (2) fenol, sulfato e extrato de levedura e; (3) condigdes controles.

6.1, Ensaios alimentados com fenol, sulfato e co-substratos

A Figura 6. 1 ilustra o perfil das bandas de DGGE para o Dominio
Archaea. Através desta analise observou-se homogeneidade na estrutura das
populagdes das comunidades microbianas nas bandas nos diferentes ensaios. Foi
observado, portanto que nfo houve variagdes relevantes na estrutura das
comunidades microbianas.

As populagdes microbianas advindas do inéculo (I) permaneceram nos
reatores alimentados com fenol; fenol e sulfato; fenol, sulfato e lactato; e fenol,
sulfato e etanol. Essa comprovagdio pode ser evidenciada nas andlises de
microscopia optica onde foi constatado presenga de morfologias semelhantes a
Methanosaeta sp e Methaosarcina sp em todos os ensaios, além de bacilos
fluorescentes em algumas condigdes.

A Figura 6. 2 ilustra o comportamento do Dominio Bacteria nos reatores
alimentados com fenol, sulfato e co-substratos.

Diferencas foram observadas com relagdo a composigio das bandas nos
diferentes ensaios. Na seta A observa-se a presenca da banda no indculo (canaleta
1) e nos reatores alimentados com fenol; fenol, sulfato e lactato e; fenol, sulfato e
etanol (canaletas 1,3 e 4). Essa banda nfio apareceu no ensaio com fenol e sulfato
(canaleta 2). Ou seja, a populacio microbiana que estava presente no indculo
permaneceu nos reatores alimentados com fenol e co-substratos e desapareceu no
reator que continha somente fenol e sulfato. Essa ocorréncia pode sugerir que houve

selecdo da populagdo microbiana nfo ocorrendo para essa tltima condigéo.
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Figura 6. 1 Perfil das bandas de DGGE do ensaio de degradaciio de fenol, sulfato e adigfio de co-sustratos
com primers especificos para o Dominio Archaea (1100 FGS e 1400 R); (HS) controle positivo Archaea
DSMG668 — Halobacterium salinaruny; (MS) controle positivo sarcinas ATCC 43241 — Methanosarcina
barkeri; (1) fenol (329,3 mg/l); (2) fenal (307,3 mg/l) e sulfato (160 mg/l); (3) fenol (322,3 mg/l), sulfato
(160 mg/l) e lactato (478,2 mg/l); (4) fenol (322,3 mg/l), sulfato (150 mg/l) e etanol (129,3 mg/l); (D)
inéculo. % do gradiente em gel desnaturante: 35% - 55%.

A seta B indica a banda que s6 apareceu no indculo (canaleta I). Pode ter
havido alteragiio da comunidade microbiana nos reatores que, com a presenga do
fenol (canaletas 1,2,3,4), tornaram o ambiente téxico para essa populagdo
microbiana.

A seta C evidencia a banda, somente, no ensaio com fenol e sulfato; nas
demais canaletas ela nfio apareceu. Isso evidenciou, mais uma vez, alteragdo na
diversidade microbiana nos reatores que também tiveram composigéo diferente.

A alteragiio na diversidade do Dominio Bacteria pode ter sido decorrente da
composigio nutricional dos reatores, possibilitando, assim, o surgimento de novas
popula¢des microbianas adaptadas a esse meio (seta C), ao seu desaparecimento
(seta A), ou & manutengdo, por exemplo, de outras populagdes (setas D, E e F).

A Figura 6. 3 demonstra o perfil das bandas de DGGE para o grupo das

BRS no ensaio com fenol, sulfato e co-substratos.
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Figura 6. 2 Perfil das bandas de DGGE do ensaio de degradaciio de fenol, sulfato e adigho de co-
substratos com primers especificos para o Dominio Bacteria: (DSM) controle positivo bactéria —
Allochromatium vinosan ; (P) controle positivo Pseudomonas sp; (1) fenol (329,3 mg/l); (2) fenol (307,3
mg/l) e sulfato (160 mg/l); (3) fenol (322,3 mg/l), sulfato (160 mg/l) e lactato (478,2 mg/l); (4) fenol (322,3
mg/l), sulfato (150 mg/l) e etanol (129,3 mg/l); (1) in6eulo. % do gradiente em gel desnaturante: 30% -
60%.

As populagdes microbianas se apresentaram de maneira heterogénea nos
reatores € no inéculo. Na seta C fica evidenciada a presenca de populagdes
microbianas nas canaletas I, 2 e 3. Essa ocorréncia pode sugerir tratar-se de
populagdes microbianas especificas presentes no indculo, que degradaram fenol na
presenga de sulfato e lactato. Na seta D observam-se bandas formadas nas
canaletas 2 e 3. Nesse caso, evidenciaram-se populagdes microbianas que,
provavelmente, surgiram pela presenga do fenol, sulfato e lactato. Na seta G
observa-se presenca de banda em todos reatores (canaletas I, 1, 2, 3 e 4); porém em
menor intensidade no indculo e reator alimentado com fenol (canaletas I e 1). Essa
ocorréncia pode indicar que a populagdo microbiana existente no inoculo
permaneceu no reator com fenol e aumentou nos ensaios com fenol, sulfato e co-

substratos. Essa evidencia pode, provavelmente, sugerir que sejam microrganismos
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que degradam fenol na presen¢a de sulfato e favorecidas pelos co-substratos, como

lactato e etanol.

30%

=]

ampliagi
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Figura 6. 3 Perfil das bandas de DGGE do ensaio de degradacfio de fenol, sulfato e co-substratos com
primers especificos do grupo BRS (AGMSFGC, e 907R); (DR) controle positivo Desulfotomaculum ruminis
ATCC-23193; (1) fenol (329,3 mg/l); (2) fenol (307,3 mg/l) e sulfato (160 mg/); (3) fenol (322,3 mg/l)
sulfato (160 mg/l) e lactato (478,2 mg/l); (4) fenol (322,3 mg/l), sulfato (150 mg/l) e etanol (129,3 mg/l);
(D) inéculo. % do gradiente em gel desnaturante: 30% - 60%.

A seta B destacou a presenga de bandas nos ensaios com fenol e sulfato e
co-substratos (canaletas 2,3 e 4) . Essa evidéncia pode sugerir que essas populagdes
sejam formadas por BRS pois, nesses ensaios, tinha presenga de sulfato. Além disso,
na canaleta 1, que ¢ o ensaio alimentado somente com fenol, essa banda nio
apareceu, podendo sugerir que tal populagio seja formada por microrganismos

redutores de sulfato.



87

As setas A e F indicam alteragdo da populagdo microbiana que apareceu
somente no inoculo (canaleta I) e desapareceu nos demais reatores (canaletas 1, 2, 3
e 4). Contrariamente observou-se o surgimento de banda nos reatores e sua auséncia
no inéeulo (Seta E). Com a presenga de fenol e sulfato, provavelmente, podem ter
surgido populactes especificas que consumiram esses compostos.

Deve-se destacar, ainda, a presenca de outras populagdes indicadas por seis
bandas no inéculo e em todas as condi¢Ges nutricionais. Tal fato é justificado pela

caracterizagdo do indculo, que foi enriquecido para favorecer a presenga de BRS.

6.2, Ensaios alimentados com fenol, sulfato e extrato de levedura

A Figura 6. 4 ilustra o perfil das bandas de DGGE para o Dominio
Archaea. Através desta analise, observou-se homogeneidade na estrutura das
populagdes das comunidades microbianas nas bandas dos diferentes ensaios, como
também ja salientado para os ensaios com fenol, sulfato e co-substratos. Foi
observado, portanto que ndo houve variagdes relevantes na estrutura das
comunidades microbianas de arqueas metanogénicas.

As populagdes microbianas advindas do inéculo (I) permaneceram nos
ensaios alimentados com fenol; sulfato e extrato de levedura e nos ensaios controles
com sulfato e sulfato e extrato de levedura. Essa comprovagio foi evidenciada nas
analises de microscopia Optica onde ocorreram  presencas de morfologias
semelhantes a Methanosaeta sp. e Methaosarcina ., em todos os ensaios.

A Figura 6. 5 ilustra o perfil das bandas de DGGE para o Dominio
Bacteria. AlteragGes foram observadas nas populagdes microbianas com relagfio ao
indculo e diferentes ensaios. As setas A e B indicam presenga de populagdo
microbiana no indculo e seu desaparecimento nos diferentes ensaios. Esse
comportamento pode ser devido a presenga de fenol e sulfato que, provavelmente
inibiram o desenvolvimento dessas populagdes. A seta C indica a presenca da
populagdo microbiana no inéculo e nos ensaios com fenol, sulfato e ensaios controle
(canaletas I, 2, 3, 4, e 5). Evidenciou-se, também sua auséncia no ensaio que
continha somente fenol (canaleta 1). Essa ocorréncia pode evidenciar tratar-se de

uma populagdo que utilizou sulfato como aceptor final de elétrons na degradagio do
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fenol. A seta D evidenciou a presenga de populagdes microbianas no inéculo e no
ensaio com fenol, sulfato e extrato de levedura. Essa populagio nfio ocorreu no
ensaio controle que, portanto, ndo continha fenol. Pode-se inferir, provavelmente,
que essa populagiio seja consumidora de fenol e, na auséncia desse composto, niio
ocorreu seu crescimento.

A Figura 6. 6 ilustra o perfil das bandas de DGGE para o grupo das BRS
nos ensaios com fenol, sulfato e extrato de levedura e nas condigdes controles.
Alteragdes foram observadas nas populagdes microbianas com relagiio ao inéculo e
diferentes ensaios. As setas A, C e E indicam a auséncia da populagfio microbiana
no indculo e seu surgimento nos ensaios (canaletas 1, 2, 3, 4 e 5). Essa ocorréncia
pode evidenciar a seletividade microbiana que ocorreu nos ensaios, ou seja; reatores
alimentados com fenol e sulfato auxiliaram no surgimento de populagdes
microbianas especificas que consumiram esses compostos. A seta B indica a
presenca de populagfio microbiana no indculo (canaleta I) e nos reatores indicados
pelas canaletas 1, 2 3 e 5. No reator controle com sulfato e extrato de levedura
(canaleta 4) a populagdo microbiana apareceu em menor intensidade. Essa evidencia
sugere que microrganismos presentes no indculo  foram selecionados e,
provavelmente, nessas condigdes (sulfato e extrato de levedura), nio se
desenvolveram. A seta D indica o surgimento de banda nas canaletas T e 1. Essa
populagiio microbiana, provavelmente advinda do indéculo permaneceu, somente, no
ensaio que continha fenol. Essa evidéncia pode sugerir que sejam microrganismos

fermentativos.
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Figura 6. 4 Perfil das bandas de DGGE do ensaio de degradaciio de fenol, sulfato e extrato de levedura
com primers especificos para o Dominio Archaea (1100 FGS e 1400 R); (HS) controle positive Archaea
DSM668 — Halobacterium salinarum; (MS) controle positivo sarcinas ATCC 43241 — Methanosarcina
barkeri; (1) lodo inicial do ensaio; (1) Fenol (239,7 mg/l); (2) Fenol (234,3 mg/l) e Sulfato (162,5 mg/l); (3)
Fenol (256,0 mg/l) e Sulfato (500 mg/1); (4) Sulfato (200 mg/l) e extrato de levedura; (5) Sulfato (170 mg/l).
% do gradiente em gel desnaturante: 35% - 55%.
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Figura 6. 5 Perfil das bandas de DGGE do ensaio de degradaciio de fenol, sulfato e extrato de levedura
com primers especificos para o dominio Bacteria (DSM) controle positivo bactéria — Allechromatium
vinosan ; (P) controle positivo Psendomonas sp; (1) indeulo; (1) fenol (239,7 mg/l); (2) fenol (234,3 mg/l) e
sulfato (162,5 mg/l); (3) fenol (256,0 mg/l) e sulfato (500 mg/l); (4) sulfato (200 mg/l) e extrato de levedura;
(5) sulfato (170 mg/1). % do gradiente em gel desnaturante: 30% - 60%.
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Neste caso, evidenciou-se, também, a manutengdo de populagdes advindas
do indculo, que foram observadas em todos os ensaios e confirmadas pela presenga
de, aproximadamente, oito bandas.

Através das analises de PCR/DGGE observou-se alteragdo na diversidade
microbiana principalmente para o Dominio Bacteria e Grupo das BRS. Essas
diferengas foram, mais facilmente, percebidas em relagdo ao inoculo e enfre os
diversos reatores. A alteragfio na diversidade microbiana pode ter sido decorrente
da composi¢io do meio que, nesse caso, foi especifico para BRS e a composigéo do
indculo que continha biomassa previamente adaptada a redugfio do sulfato. Essas
condi¢gdes propiciaram surgimento e desenvolvimento de populagdes microbianas

capazes de degradar fenol e utilizar sulfato como aceptor final de elétrons.

DR 1 1 2 3 4 5

"""""" 30%
11 P
SUEELD | ampliagio
| B -
60%

Figura 6. 6 Perfil das bandas de DGGE dos ensaios de degradagfio de fenol, sulfato e extrato de levedura
e condicies controles com sulfato e extrato de levedura com primers especificos do grupo BRS
(AGMSFGC e 907R); (DR) controle positivo ATCC-23193 - Desulfotomaculum ruminis; (I) inéculo; (1)
fenol (239,7 mg/l); (2) fenol (234,3 mg/l) e sulfato (162,5 mg/l); (3) fenol (256,0 mg/l) e sulfato (500 mg/l);
(4) sulfato (200 mg/l) e extrato de levedura; (5) sulfato (170 mg/l). % do gradiente em gel desnaturante:
30% - 60%.

Através das analises de PCR-DGGE, para o Dominios Archaea e Dominio

Bacteria e grupo das BRS observou-se, em todas as amostras, presenca de bandas
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existentes no indculo e que permaneceram em todos os ensaios. Essa ocorréncia pode
sugerir que as populages microbianas advindas do in6culo que permaneceram em
todos os reatores e se repetiram sejam os microrganismos responsaveis pela
degradagdo do fenol na presenga de sulfato. Ou seja, essas evidéncias puderam
sugerir que os microrganismos presentes no inéculo pertencentes ao dominio
Bacteria e do grupo das BRS sejam, provavelmente, os responsaveis pela degradagéio
do fenol, nessas condigdes. No entanto, para o Dominio Archaea ndo foram
observadas diferencas significativas nas amostras do inoculo e dos reatores
anaerobios. Ou seja, a andlise sugeriu a manutengfio das populagdes que foram
confirmadas através de microscopia de contraste de fase e fluorescéncia que
destacaram, principalmente a presenca de sarcinas (Methanosarcina sp.), bacilos
retos (Methanosaeta sp.) e bacilos fluorescentes. Para confirmar tais suposigdes
seria necessario identificar os microrganismos presentes nas populagdes. Existem
técnicas que permitem identificagdio dos membros da populagio microbiana como a
clonagem € o DGGE de marcadores moleculares; ambos seguidos por
seqiienciamento dos fragmentos amplificados e isolados. No entanto, a aplicagfio de

tais técnicas, néio foi o objetivo deste trabalho.
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7. CONCLUSQOES

Ensaios de enriquecimento :

- O enriquecimento do lodo foi importante para elevar a biomassa e a

diversidade microbiana e, com isso, possibilitar a remocio de fenol nas

fases seguintes.

Ensaios em reatores em batelada alimentados com fenol e sulfaio

No ensaio com fenol (64,2 mg/l) e sulfato (46,3 mg/l), nas condicbes
experimentais, ndo ocorreu sulfetogénese; apenas degradacéo de fenol.

No ensaio com fenol (469,9 mg/l) e sulfato (283,0) ocorreu degradacéo
de fenol com reducdo de sulfato, no periodo de 185 dias. Foi um ensaio

bastante lento e, portanto, pouco eficiente.

Ensaios de degradacio de fenol, sulfato e co-substratos

Em todos os ensaios ocorreu remogio de fenol.

A presenga de co-substratos (lactato e etanol) ndo favoreceu a
degradagio do fenol. Ou seja, todos reatores fiveram o mesmo
desempenho.

A adigiio de extrato de levedura, apés trinta dias de operagio, em todos
ensaios, foi essencial para a degradagio anaerdbia, pois, através dela, se

conseguiu utiliza¢fio de fenol e reducgio de sulfato.

Ensaios de depradacio de fenol, sulfato e extrato de levedura

Em todos os ensaios ocorreu remogio de fenol.
A adigo inicial do extrato de levedura em todos os ensaios auxiliou a
degradag@o anaerébia e, com isso, se conseguiu ufilizagfio de fenol em

menor intervalo de tempo.



Ensaios controle alimentados com sulfato e; sulfato e extrato de levedura

- Em todos os ensaios ocorreu consumo de sulfato.

- O ensaio com sulfato e extrato de levedura teve comportamento
semelhante ao ensaio alimentado com sulfato. A adi¢#o inicial do extrato
de levedura ndo ocasionou diferenga significativa no consumo de

sulfato.

Analises de Biologia Molecular

- As populagdes microbianas do Dominio Archaea, advindas do inéculo,
permaneceram nos reatores alimentados com fenol, sulfato e extrato de
levedura.

- As populactes microbianas do Dominio Bacteria e grupo das BRS,
advindas do indculo, sofreram alteragio. Algumas populagBes
desapareceram na presenca de fenol, sulfato e extrato de levedura; outras
surgiram com a presenca desses compostos e;. varias foram mantidas em
todos ensaios, favorecidas pela composi¢io nutricional do inéculo.

- A evidéncia na alteracfio das populagdes do Dominio Bacteria e Grupo
das BRS  pode indicar que, provavelmente, sejam esses o0s
microrganismos responsaveis pela degradagdo do fenol, nas condi¢des

estudadas.
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