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RESUMO

Os efluentes de industrias, como refinarias e petroquimicas, frequentemente contém
elevadas concentragfes de substancias toxicas, dentre elas, os compostos fenolicos.
Estas substancias, mesmo em pequenas quantidades, afetam as propriedades
organolépticas da agua, além de que durante o processo de cloracdo da dgua potavel,
podem ser transformadas em clorofendis e policlorofendis, pela reacdo com o cloro,
formando substancias com caracteristicas carcinogénicas. Neste sentido, o refino do
petréleo produz grande variedade de poluentes cujas propriedades modificam-se em
funcdo dos processos utilizados. Os fenois sdo compostos toxicos, com caracteristicas
fungicida e desinfetante, sendo toxico para a maioria dos microrganismos, além de
apresentarem acdo de carcinogenicidade, mutagenicidade e serem recalcitrantes,
acumulam-se nos corpos receptores, gerando danos a salde e a vida aquéatica. No
entanto, embora o fenol possua acdo bactericida, alguns microrganismos adquiriram a
habilidade de se adaptar e utilizar este composto como fonte de carbono e energia. O
presente trabalho pretendeu selecionar linhagens bacterianas, a partir do efluente de uma
refinaria de petréleo, da regido de Paulinia — SP, que sejam capazes de utilizar altos
teores de fendis como fonte de carbono e energia para seu crescimento e
desenvolvimento, a fim de serem aplicadas nas estagOes de tratamento de efluentes
industriais, com foco nas refinarias de petréleo. Foram isoladas 3 linhagens a partir das
amostras enriquecidas do efluente da refinaria e, ap0s 0s ensaios, constatou-se que 1
linhagem apresentou resisténcia & concentracéo de fenol de 1.000 mg.L™. Os ensaios de
biodegradacdo e crescimento em fenol como Unica fonte de carbono, demonstraram que
estas linhagens séo capazes de biodegradar aproximadamente 20% do fenol disponivel
no meio, no periodo de 24 horas. A quantificacdo do fenol residual foi realizada em
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). A partir dos resultados, pode-se
concluir que hé eficiéncia na acdo degradadora destes microrganismos, uma vez que a
concentracdo de fenol em efluentes de refinarias e outras industrias com frequéncia

ultrapassam o limite para descarte estabelecido pela legislagdo de 0,5 mg.L™.

Palavras chave: Fenol; bactérias fenololiticas; efluentes.
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1. INTRODUCAO

Com o constante e progressivo avanco da industrializacdo, desde a segunda
metade do século XIX, ocorreram diversos danos ao meio ambiente, incluindo
atmosfera, agua e solo. A busca por melhores condicdes de vida intensificou 0 consumo
dos produtos industrializados, e consequentemente, grande quantidade de residuos sdo
gerados. O modelo econdmico atual, associado aos avangos tecnoldgicos, propiciou a
criacdo de muitos produtos, que sdo descartados na natureza, gerando residuos sélidos,
liquidos ou gasosos.

Como controle as emissdes de poluentes, foram impostas pela legislacdo
brasileira, medidas para diminuicdo destas substancias nas emissdes gasosas, efluentes
aquosos e na descontaminacdo de solos. Nesta visdo, a crescente preocupagdo em
preservar 0 meio ambiente, despertou o interesse de muitos pesquisadores em
desenvolver novas tecnologias para o tratamento de efluentes industriais, que sejam
mais eficientes a fim de minimizar o impacto causado por estes residuos. Maior atencao
é dada a poluicao das aguas, pois este recurso, além de controlar as condic¢des climaticas
no planeta, representa o recurso vital aos seres vivos e que, atualmente, tornaram-se
escassos para atender toda demanda, devido o aumento da populacdo mundial, pelo uso
indiscriminado nas cidades, na agricultura e na industria.

Os efluentes de industrias, como refinarias e petroquimicas, frequentemente
contém elevadas concentragdes de compostos toxicos, dentre eles, 0os compostos
fenolicos. Estas substancias, mesmos em pequenas quantidades, afetam as propriedades
organolépticas da agua. Além disso, durante o processo de cloracdo da agua para
descontaminé-la e tornando-a potdvel, os fendis podem ser transformados em
clorofenois e policlorofendis, pela reacdo com o cloro, formando substancias com

caracteristicas carcinogénicas.
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Neste sentido, o refino do petréleo produz grande variedade de poluentes cujas
propriedades modificam-se em fungdo dos processos utilizados. Entretanto, s&o
destacados os fendis, Oleos e graxas, sulfetos, mercaptanas, amonia, sais, metais
pesados, cianetos, fosfatos, solidos em suspensdo e dissolvidos e substancias que
aumentam as demandas quimica e bioquimica de oxigénio, (DQO) e (DBO),
respectivamente (MORAES, 2000).

Dentre todas estas substancias, destacam-se os fenois, uma vez gque sua presenca
no ambiente pode causar sérios danos. Trata-se de um composto toxico e com
caracteristicas de carcinogenicidade e mutagenicidade (RODRIGUES et al., 2007). Os
fendis nos efluentes sdo resultantes das etapas de craqueamento térmico e catalitico,
producdo de lubrificantes e de solventes e nas aguas de lavagem de hidrocarbonetos,
seguidos dos tratamentos causticos (MARIANO, 2001).

A tabela 1 fornece a relagdo dos compostos normalmente encontrados nos
efluentes das refinarias de petréleo, assim como as respectivas concentragdes nas quais

eles tornam-se tOxicos aos peixes.

Tabela 1 — Compostos Toxicos Normalmente Encontrados nos Efluentes de Refinarias de
Petrdleo

w Concentracdo Média Limite de Toxicidade aos
Composto Toxico

(mg.L™ Peixes (mg.L™)
Cadmio 0,04 0,10
Cromo 0,28 0,70
Cobre 0,07 0,15
Chumbo 0,23 2,50
Niquel 0,11 1,50
Fenol 154,00 40,00
Sulfetos (como H,S) 24,00 4,00
Zinco 0,17 1,00

Fonte: BRAILE, 1979

Nos processos tecnoldgicos, os tratamentos baseados em processos biologicos
sdo aqueles utilizados mais frequentemente, uma vez que permitem o tratamento de
grande volume de efluentes transformando compostos organicos toxicos, como 0s

fenois, em CO, e H,0O, com custo mais baixos que processos fisicos quimicos.
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No entanto, 0s processos que envolvem microrganismos podem apresentar
algumas limitagdes, devido a baixa biodegradabilidade e alta toxicidade do composto
em questdo, por isso, numerosas espécies de bactérias resistentes e degradadoras de
elevadas concentrac6es de fenol tém sido isoladas e suas vias de degradacédo estudadas.

Diante desta realidade, o objetivo deste estudo foi selecionar e identificar cepas
bacterianas, provenientes de amostras ambientais, resistentes e capazes de degradar 0s

compostos fendlicos produzidos na industria petrolifera.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Agua e a Humanidade

A 4gua desempenha papel importante na geragdo e manutengdo da vida
na Terra, influenciando a distribuicdo espacial dos organismos e compondo a maior
parte dos seres vivos, estando presente nos processos fisioldgicos, como transporte de
nutrientes, manutencdo de temperatura corpérea, producdo e armazenamento de energia
(SCHMIDT-NIELSEN e KNUT, 2002).

A humanidade sempre esteve ligada a disponibilidade de agua e a evolugéo de
seu desenvolvimento dependeu fortemente do uso e da qualidade dos recursos hidricos.
A agua esta envolvida em diversas atividades humanas como, producdo de energia,
producdo de alimento, desenvolvimento industrial, agricola e econdmico, além de ser
utilizada em atividade de lazer, higienizagéo e transporte.

Este recurso ocupa aproximadamente 71% de toda a superficie terrestre, tendo
um volume de 1,4 bilhdes de Km®, no entanto, quase 98% deste total é 4gua salgada,
encontrada nos mares e oceanos, e dos 2% de agua doce restantes, apenas 13% esta
disponivel para ser utilizada, uma vez que a maior parte encontra-se congelada em
geleiras (GRASSI, 2001).

A tabela 2 apresenta detalhes quanto a distribuicdo de 4gua no planeta.
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Tabela 2 — Distribuicdo de agua no planeta Terra

Reservatorios Volume (Km?) Percentual (%)
Oceanos 1.320.305.000 97,24
Geleiras e calotas polares 29.155.000 2,14
Aguas subterraneas 8.330.000 0,61
Lagos 124.950 0,009
Mares 104.125 0,008
Umidade do solo 66.640 0,005
Atmosfera 12.911 0,001
Rios 1.250 0,0001
Total 1.358.099.876 100

Fonte: Cadernos Tematicos de Quimica Nova na Escola, 2001

Estes 13% de agua disponivel, subdividem-se em &aguas subterraneas, de
superficie, no solo, na atmosfera e nos seres vivos. Assim, somente uma pequena por¢ao
de todo recurso hidrico do planeta é destinada ao consumo humano (CHAPMAN,
1990).

Nas ultimas décadas o crescimento do consumo de agua tornou critico o
abastecimento em varias regides de planeta, principalmente nas grandes cidades, além
de ter gerado muitos residuos, contribuindo negativamente para a manutencdo da
qualidade dos recursos hidricos.

A industrializacdo é uma das atividades antropicas que tém contribuido para a
degradacdo da qualidade da &gua, sendo uma das principais fontes de poluicdo, pela
grande quantidade de compostos ndo biodegradaveis e toxicos que sdo produzidos.
Além disso, os processos industriais utilizam grande volume de &gua e, pela dificuldade
de tratamento de todo efluente gerado, podem contaminar os corpos d’agua que S&0

utilizadas no abastecimento para consumo humano (MAHMOUND e FREIRE, 2007).

2.2. Petroleo

O petréleo bruto é uma mistura complexa de hidrocarbonetos, que pode
apresentar concentracfes variadas de enxofre, nitrogénio, oxigénio e alguns metais,
além disso, a composicao do 6leo pode variar de acordo com o reservatério de origem

(BRASIL et al., 2012). De acordo com a definicdo proposta pela ASTM (American
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Society for Testing and Materials), “o petroleo é uma mistura de ocorréncia natural,
consistindo predominantemente de hidrocarbonetos e derivados orgénicos sulfurados,
nitrogenados e/ou oxigenados, o qual é, ou pode ser removido da terra no estado
liquido”.

Segundo BRASIL et al. (2012), a composi¢do elementar do petroleo varia
pouco, como é apresentado na tabela 3, o que pode ser explicado pelo fato de ser
constituido por uma série de hidrocarbonetos (substancias compostas por atomos de
carbono e hidrogénio e que apresentam cadeias que vao desde um unico atomo de

carbono — 0 metano — até mais de 60 atomos).

Tabela 3 — Composicdo elementar média de petréleo

Elemento % em massa
Carbono 83,0a87,0
Hidrogénio 10,0 a 14,0
Enxofre 0,05a6,0
Nitrogénio 0,1a20
Oxigénio 0,05al15
Metais (Fe, Ni, V etc.) <0,3

Fonte: Brasil et al., 2012

O refino potencializa o uso energético do petréleo para que seja aproveitado ao
maximo em seus diversos derivados, uma vez que o principal objetivo deste
procedimento é a obtencdo da maior quantidade possivel de derivados de alto valor
comercial com menores custos operacionais, além de maxima qualidade (MARIANO,
2011; BRASIL et al., 2012).

A composi¢do quimica do petroleo e a busca por atender os interesses
econbmicos, ambientais e sustentaveis tém forte influéncia quanto a escolha do método
de refino, o qual podera determinar quais os produtos que melhor poderdo ser obtidos.
Assim, nem todos os derivados do petroleo sdo produzidos com alta qualidade e que
sejam economicamente viaveis. Deste modo, 0s esquemas de refino variam de uma

refinaria para outra, pois além das razdes citadas, 0 mercado demanda nos produtos
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produzidos e os processos de refino sdo dinamicos, estando sujeitos a alteragfes em
funcdo, principalmente, de uma constante evolucdo tecnolégica.

Em geral, as principais etapas de uma refinaria sao:

- Dessalinizacéo;

- Destilacdo Atmosfeérica;

- Destilagdo a Véacuo;

- Desasfaltacéo a Propano;

- Desaromatizacdo a Furfural;

- Desparafinagéo;

- Desoleificacao.

Todas as etapas deste processo geram dejetos que irdo compor o efluente da
refinaria. Em geral, para cada litro de derivado processado, temos dois litros de despejos
gerados, onde tdo presentes, além do 6leo, diversos contaminantes tdéxicos como 0s
fendis, sulfetos, amonia, cianeto, metais pesados, cloretos, enxofre entre outros
(CARVALHO, s/d). A tabela 4 ilustra a caracteriza os efluentes das refinarias, quanto

ao teor dos compostos lancados apos o refino do petroleo.

Tabela 4- Caracteristicas dos efluentes das refinarias.

Parametro Teor (mg.L™?)
Sulfetos 50 —10.000
Amobnia 50 —9.000
Fendis 10 -1.200
Cianetos <1-20
Hidrocarbonetos 50— 300

Fonte: Piras, P. F. (1993).

Durante o processo de refino de petroleo, o fenol é lancado nos efluentes nas
etapas de craqueamento catalitico, producao de lubrificantes e de solventes e nas aguas
de lavagem da gasolina. A seguir sdo introduzidos tratamentos causticos, que sdo fases
dos processos de tratamento das fracGes obtidas, e tem o objetivo de melhorar a
qualidade dos produtos, diminuindo possiveis impurezas, sem causar grande
modificacdo nas fracbes (MARIANO, 2011). Nos efluentes, este composto pode ser

encontrado em mais de uma forma, podendo apresentar estrutura mais complexa quando
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hé& ligacdo com outros ions (como nitrofendis e clorofendis), que sdo mais toxicas que o
fenol (ZHOU e FANG, 1997).

2.3. Tratamento de Efluentes Industriais

Com o intuito de minimizar os impactos gerados pela grande quantidade de
residuos industriais, a legislacdo pressiona o setor industrial para que arqguem com a
responsabilidade de controle dos seus efluentes, diminuindo o seu potencial poluidor.
Assim, a presenca de estacBes de tratamento de efluentes € uma condi¢do basica em
toda instalacdo industrial.

O sistema de aguas residuais € composto por uma série de operacdo de natureza
fisica, quimica e bioldgica usadas para transformacao ou remocao de compostos que sao
indesejaveis no meio ambiente.

Segundo BRITO (1996), existem trés tipos de tratamento de efluente,
dependendo do tipo de material a ser removido:

- Tratamento priméario: remocdo de substancias flutuantes e de sélidos finos

sedimentares;

- Tratamento secundario: processo biolégico com finalidade de reduzir o teor de matéria
organica sollvel;

- Tratamento terciario: remocéo de substancias ndo eliminadas nos niveis anteriores.

Para a escolha do método a ser empregado devem ser consideradas as vantagens
e desvantagens de cada procedimento, além da eficiéncia, seguranga, simplicidade,
formacéo de lodo, custo de implantagdo e operacdo, espaco fisico requerido e impacto
no meio receptor (SPERLING, 1996).

2.3.1. Tratamento Bioldgico

O tratamento bioldgico de efluentes industriais € o método mais utilizado
atualmente, devido ao baixo custo e a sua versatilidade na oxidacdo de varios poluentes
organicos, além da possibilidade de tratamento de grande volume de &guas residuais.

Neste tipo de tratamento sdo utilizados microrganismos, principalmente
bactérias, que convertem a matéria organica disponivel no efluente em compostos

inorganicos indcuos.
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Segundo TEIXEIRA e JARDIM (2004) séo conhecidos, basicamente, dois tipos
de tratamentos bioldgicos:

- Anaerobio: emprega algumas formas de carbono, enxofre e nitrogénio como aceptores
de elétrons, oxidando a matéria organica do substrato a CO; e CH,.

- Aerdbio: utiliza o oxigénio molecular dissolvido no efluente como aceptor de elétrons,
oxidando a matéria orgénica do poluente a CO, e HO.

Apesar das inUmeras vantagens, 0 processo bioldgico possuem algumas
limitacbes. Compostos com elevada toxicidade podem interferir neste tipo de
tratamento, uma vez que o impacto de compostos altamente tdxicos gera a diminuicéo
dos microrganismos, além de poder causar modificacdes em seus metabolitos,
impedindo a degradacdo dessas substancias (LOPES, 2009).

Em efluentes que apresentam altas concentracdes de fenol, este tipo de
tratamento pode ndo ter tecnologia adequada, devido ao carater inibitério do composto
que estabelece uma barreira ao metabolismo microbiano. No entanto, varios estudos
estdo sendo realizados a fim de selecionar cepas bacterianas capazes de tratar efluentes
que apresentam elevadas concentracdes de compostos fenolicos. Segundo PERPETUO
et al. (2009) cepas bacterianas de Chromobacterium violaceum possuem 0 gene da
fenol-hidroxilase, capaz de metabolizar o fenol; diversos outros autores relatam a
capacidade de degradacdo de compostos arométicos em espécies pertencentes aos
géneros Pseudomonas, Sphingomonas, Burkholderia e Ralstonia (AVANZI et al., 2009;
CHEN et al., 2004; THAKUR et al., 2002).

2.4. Legislagdo Ambiental

No Estado de Sdo Paulo existem muitas inddstrias contendo efluentes fendlicos
ligados a rede publica de esgoto, para isso, estes efluentes devem sofrer tratamento na
prépria unidade industrial a fim de minimizar a concentracdo de fendis para enquadrar-
se dentro da norma imposta pela legislacéo.

Em 2005, a Resolugdo CONAMA n° 357, de 17 de marco (BRASIL, 2005), que
dispde sobre as condigOes e padrdes de lancamento de efluentes, limitava a emisséo de
fendis totais em 0,003 mg.L™, propondo um alto padrdo de qualidade, cuja finalidade
era a protecdo a saude humana, bem como as comunidades aquaticas. No entanto, a
Resolucio CONAMA n° 430, de 13 de maio de 2011 (BRASIL, 2011), que
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complementa e altera a resolucdo anterior, bem como o Artigo 18 do Decreto Estadual
n® 8.469/76, do Estado de S&o Paulo, estabelecem o limite de 0,5 mg.L™ de fenéis em

emissdes de esgoto diretamente no corpo receptor.

2.5. Fenol

O fenol é um hidrocarboneto aromatico, com varias formas isoméricas que
diferem dos alcoois por apresentarem um grupo —OH ligado diretamente a um anel
aromatico. Em seu estado puro, o fenol encontra-se na forma sélida branca ou incolor e
quando fundido tem baixo ponto de fusdo, porém apresentam ponto de ebulicdo
elevado, conferido pela existéncia de hidrogénio entre as moléculas. Possui cheiro
desagradavel, detectavel a uma concentracio de 40 mg.L™* em ar e entre 1 a 8 mg.L™
em agua (ATSDR, 1998) e por ser muito solivel em &gua, torna-se facilmente um sério
contaminante para o meio ambiente (LOPES, 2009).

Produzido naturalmente ou por processos antropogénicos, 0 composto pode ser
encontrado em alimentos, restos de animais e em material organico em decomposicao,
bem como no ser humano. Em anos passados o fenol era obtido pela destilacdo do
alcatrdo da hulha, no entanto, atualmente, é produzido sinteticamente a partir do
benzeno (EPA, 2002).

Na figura 1 sdo mostrados alguns dos acidos de ocorréncia natural contendo a

molécula de fenol, a qual estéo ligados diferentes radicais.

Figura 1 - Derivados do &cido benzoico de ocorréncia natural.

COOH COOH COOH COOH
i @ @‘(xz H; H 3CWQ0CH3
OH OH OH
dcido benzbico  dcido para-hidroxi-  dcido vanilico dcido siringico
benzdico
COOH COOH COOH
OH
OH H OH H
OH OH
dcido protocatecuico dcido gilico dcido gentisico

Fonte: LIANDA, 2009.
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Atualmente, o fenol é principal matéria prima empregada como intermediaria na
producdo de resinas fendlicas, que sdo usadas nas fundicdes, construcdo civil e
automobilistica, producdo de fibras sintéticas, como o nylon e resinas epoxy. O fenol e
seus isdbmeros sdo ainda empregados como fungicida e desinfetante, por serem tdxicos
para a maioria dos microrganismos (GRACIOSO et al., 2010).

Nos efluentes industriais, os fenois sdo encontrados em mais de uma forma,
podendo apresentar estrutura mais complexa quando héa ligacdo com outros ions (como

nitrofendis e clorofendis), que sdo mais toxicas que o fenol (ZHOU e FANG, 1997).

2.5.1. Degradacéo do Fenol

Atualmente, existem diversas tecnologias e processos destinados ao tratamento
de efluentes fendlicos, que envolvem mecanismos fisicos, quimicos, bioldgico e
eletroquimico. Estes processos objetivam a: completa oxidacdo dos contaminantes para
CO,, agua e produtos inorganicos. Outras modificagdes ou alteracbes nas estruturas
quimicas das moléculas organicas visam realizar a decomposi¢cdo parcial ou total do
composto, a fim de torna-los menos toxicos e permitirem a biodegradacdo (WU e
ZHOU, 2001).

Os metodos mais comumente empregados na remocdo do fenol de efluentes
industriais sdo: processos de extracdo (geralmente extracao liquido-liquido), tratamento
com carvéo ativado, processos térmicos, arraste com ar ou 0smose reversa, tratamento
biolégico (PERA TITUS et al., 2004).

No entanto, todas as tecnologias citadas apresentam desvantagens. O tratamento
com processo de extracdo, com carvao ativado acoplado com processos térmicos mostra
baixa eficiéncia em sistemas com concentraces baixas de soluto, como é o caso de
efluentes industriais fendlicos, podendo ser um processo com custos operacionais mais
elevados ou permitirem a regeneracdo dos fenois ou ainda, envolverem problemas
ambientais, uma vez que os residuos gerados sao dispostos no meio ambiente (KOJIMA
et al., 1995). Os processos que envolvem floculacdo, precipitagdo ou osmose reversa
também apresentam aplicacBes limitadas, uma vez que necessitam de tratamento

posterior para a remocao do poluente (PERA TITUS et al., 2004).
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Como citado anteriormente, os tratamentos que envolvem microrganismos
também sdo limitados pela alta toxicidade dos compostos fendlicos e seus derivados por
causa dos efeitos deletérios sobre os diferentes microrganismos.

Neste cendrio, a utilizacdo de microrganismos mais resistentes aos fendis surge
como uma importante ferramenta no tratamento de efluentes industriais fenoliticos,
visto que as bactérias estdo envolvidas em inimeros ciclos biogeoquimicos e muitas
apresentam mecanismos para suportar condi¢bes adversas, podendo transformar
substancias toxicas em compostos menos téxicos (MUKHOPADHYAY et al., 2002).

Diversos grupos de microrganismos vém sendo estudados nos processos de
biodegradagdo de fenol, por conseguirem utilizar uma grande variedade de compostos
organicos como fonte de carbono e energia. Tais organismos sdo capazes de colonizar e
utilizar diversos substratos exoticos ou tdxicos para seu crescimento.

A via de degradacdo aerdbia de um composto fendlico por microrganismos,
conforme mostrado na figura 2, é iniciada pela hidroxilagdo do composto, a fim de
formar catecol ou formacdo da hidroquinona para posterior formacdo do catecol
(GRACIOSO, 2012). Esta reacdo € catalisada pela fenol-hidroxilase (fenol 2-
monooxigenase), sendo considerada limitante na via degradativa. Dentre as bactérias,
existem 2 tipos de enzimas fenol hidroxilase: a uni-componente e a multi-componente
(FUTAMATA et al., 2001).

O segundo passo da degradacdo é a quebra do catecol formado, mediante a
abertura do anel aromatico, pela acdo da catecol dioxigenases. Nesta fase o catecol €
degradado pela via orto clivagem (enzima catecol 1,2 dioxigenases) ou pela via meta
clivagem (enzima catecol 2,3 dioxigenases) (NAIR et al., 2008). Estes produtos
formados sdo, entdo, transformados em produtos do metabolismo celular, até que haja a
formacédo de CO, e agua.

As vezes, a degradacdo do fenol pode ocorrer de forma parcial ou ocorrer a
biotransformacdo de um composto aromatico em outros intermediarios, que podem ter
efeitos contrérios, tornando a toxicidade no ambiente mais elevada. Portanto, o
monitoramento dos compostos intermediarios gerados durantes todo o processo é de

extrema importancia.
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Na degradacdo anaerdbia apresentada na figura 3, o caminho mais estudado de
transformacéo de fenol sob condigdes metanogénicas € mediante a formacéo de benzoil-
CoA. Nesta via metabdlica hd a presenca de enzimas que promovem a carboxilacéo,
reacOes de descarboxilacdo e desidroxilacdo durante a transformacdo de fenol,
apresentada por Gallert e Winter (1992 e 1994). Estes autores sugeriram que o fenol é

degradado a benzoato, via 4-hidroxibenzoato, 4-hidroxibenzoil-CoA e benzoil-CoA.

Figura 3 - Via de degradacdo anaer6bia de um composto fenélico por microrganismos.
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A Fenol: B: 4-hidroxibenzoato, C: 4-hidroxibenziliCoA: D: BenzilCoA: E: AcetilCoA: F: Benzoato;
G: Acetato.

Adaptado de KARLSSON et al., 1998.
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3. OBJETIVOS

Esta proposta visa selecionar e identificar bactérias resistentes a altas
concentracOes de fenol e capazes de metaboliza-lo como fonte de energia, para serem
acrescentadas as estacdes de tratamento de efluentes em refinarias de petroleo, a fim de
contribuir para aumento da velocidade de degradacéo do fenol, minimizando, em menor

tempo, o seu efeito toxico no efluente.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material

4.1.1. Isolamento de bactérias com potencial de biodegradar fenol.

As cepas bacterianas foram isoladas a partir de amostras ambientais, como
efluente de refinaria de petrdleo, agua do rio Atibaia (GPS: (22°41°28°")(47°07°22"))
que recebe efluente tratado de refinaria petrolifera e solo de plantagdo de pinheiros, que
liberam substancias alelopaticas com pequena concentracdo de fenol, a fim de evitar

competicdo por outras plantas (Gatti, 2004).

4.1.2. Meios de Cultura

Plate Count Agar (PCA) (HIMEDIA®)

Peptona de Caseina Hidrolizada 0,50 g
Extrato de Levedura 0,25¢g
Dextrose 0,10¢g
Agar 1,50 g
Agua destilada q.s.p. 100 mL
pH 7,0 a 25°C

O meio foi esterilizado em autoclave a 1 atm, 121°C por 15 minutos.

Caldo Nutriente (HIMEDIA®)
Peptona de carne 0,50 g
Extrato de Levedura 0,15¢g
Extrato de Carne 0,15¢
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Cloreto de Sédio 0,50 g
Agua destilada g.s.p. 100 mL
pH 7,4 & 25°C

O meio foi esterilizado em autoclave a 1 atm, 121°C por 15 minutos.

Meio Mineral Minimo

K,HPO, 01g
MgSO, 7H,0 0,02g
NaCl 0,01g
CaCl, 0,01g
FeCl, 0,002 g
(NH,),S0, 0lg
Agua destilada g.s.p. 1000 mL

pH ajustado para 7,0

O meio foi filtrado em membrana Millipore 0,45 pum

4.1.3. Reagentes e Solug6es

Solucéo salina 0,85%
NaCl 8,50 g
Agua destilada q.s.p. 1000 mL

A solucdo foi autoclavada por 15 minutos a 121°C e 1 atm.

Solucéo padréo de fenol

Fenol PA (Synth®) foi utilizado para o preparo da solugdo padrdo. A
concentragéo inicial de fenol da solugdo, nos experimentos realizados foi de 3.000
mg.L™. Toda 4gua utilizada no trabalho foi proveniente de um purificador de 4gua
Millipore® (“agua Milli-Q”).

Acetonitrila
Acetonitrila (TEDIA ®) 900 mL
Agua Milli-Q 100 mL



26

A solucdo foi filtrada em membrana Millipore 0,22 um

4.2. Métodos

4.2.1. Isolamento bacteriano

A populacdo microbiana, a partir destas amostras, foi adaptada para crescer em
fenol a uma concentragdo inicial de 1.000 pg.L™. O processo de adaptacéo foi realizado
em reatores, submetidos & temperatura ambiente com aeracdo. O fenol foi
gradativamente acrescentado a cada 24h até atingir a concentracéo de 3.000 ug.L™?, no
reator. Diariamente era realizado plagueamento das amostras, para assegurar a
viabilidade dos microrganismos.

No 10° dia de adaptacdo, as amostras foram plagueadas em meio de cultura
“Plate Count Agar” (PCA) com incubagdo a 36°C por 24h para obtengdo de culturas

puras.

4.2.2. Preservacao das bactérias

As cepas foram preservadas pelo método de repicagem continua em tubo

inclinado com meio PCA, em duplicata, mantidos sob refrigeracéo a 10°C.

4.2.3. Determinacao da Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) de fenol para os
microrganismos presentes nos reatores de enriquecimento.

Para a determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), que representa a
concentracdo de fenol necessaria para inibir o crescimento bacteriano, de forma que
quanto menor o CIM, maior a dificuldade da bactéria se desenvolver, foi utilizado
adaptacdo do método proposto por SOUZA (2000):

Em fracos Erlenmeyer de 250 mL inocular 1 mL das cepas bacterianas isoladas
no reatores em 90 mL de meio mineral minimo, com volumes varidveis de solugdes de
fenol, de forma que cada um dos frascos fique com as concentragdes de 0; 100; 200;
400; 600; 800; 1.000; 3.000; 3.500 e 4.000 mg.L™ de fenol, ajustando-se os volumes

finais para 100 mL com meio mineral minimo.
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Os frascos Erlenmeyer foram incubados em estufa a 36°C, por um periodo de 24
horas. Para a verificagdo da resisténcia para cada concentracdo, foi efetuado um
plagueamento em meio PCA, meio de cultura indicado para o cultivo de
microrganismos heterotroficos aerdbios, pela técnica de “pour plate” ou espalhamento.

As placas foram incubadas a 36°C, por 24 horas para se confirmar o crescimento

das culturas.

4.2.4. Teste de biodegradacéo e quantificacdo do consumo de fenol.

Para a quantificacdo do consumo de fenol foram utilizados dois métodos:
Método 1 (espectrofotométricos, com o kit Nanocolor Fenol 5 (MACHEREY-
NAGEL®)) e Método 2 (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)), sendo este
ultimo desenvolvido no préprio laboratério de Toxicidade de Aguas, Departamento de
Bioguimica e Microbiologia Aplicada — UNESP, Rio Claro.

Para os dois métodos foram preparados quatro frascos SCHOTT®, um para cada
cepa bacteriana e para o controle, com 90 mL de meio mineral minimo e adicionou-se
fenol para a concentracdo de 1.000 mg.L™. Ao frasco utilizado como controle ndo foi
acrescentado suspensdo bacteriana e aos outros, adicionou-se 1 mL de suspensédo
bacteriana de uma das cepas isoladas. Os frascos foram incubados a 36°C em estufa.

Para 0 Método 2 foram realizados mais dois experimentos, em que as linhagens
isoladas foram aplicadas ao efluente de uma refinaria petrolifera e a agua de producao
de petréleo, ambos acrescidos com 1.000 mg.L™. As caracteristicas fisico-quimicas destas

amostras sdo apresentadas na tabela5 e 6, respectivamente.

Tabela 5 - Pardmetros Fisico-quimicos do Efluente da Refinaria

PARAMETROS
Aluminio (Al) 0,13 ug/L
Arsénio (As) 11,10 pg/L
Silicio (Si) 15,53 Mg/l
Bario (Ba) 0,56 Mg/l
Célcio (Ca) 41,16 ug/L
Selénio (Se) 19,25 ug/L
Cianetos 4,016 ug/L
Ferro (Fe) 0,13 ug/L
Mercurio (Hg) <1 Mg/l
Potéassio (K) 15,78 Mg/l

Magnésio 9,74 Mg/l




Soédio (Na) 550,61 ug/L

Estréncio (Sr) 2,42 pg/L
Alcalinidade 403,77 mg/L
Amoénia 62,03 mg N-NHa/L
Cloreto 670,91 mg/L
Condutividade 2761,5 nS/cm?
Turbidez 29,0 NTU
Cor Aparente 1128 Ptco
Temperatura 31,90 °C
DBO 805,11 mg/L
DQO 965,20 mg/L
oD 2,202 mg/L
Fosforo 0,72 mg P-PO,°/L
pH 7,65 -
Sulfeto 0,2270 mg/L
Nitrato 15,68 mg/L
Nitrito 0,0135 mg/L

Fonte: ANGELIS, 2013

Tabela 6 — Parametros Fisico-quimicos da Agua de Producéo de Petréleo

PARAMETROS

Prata (Ag) <0,1 mg/L
Aluminio (Al) <0,1 mg/L
Arsénio (As) <0,1 mg/L
Boro (B) 17 mg/L
Bario (Ba) 13 mg/L
Célcio (Ca) 1274 mg/L
Cadmio (Cd) <0,1 mg/L
Cromo (Cr) <0,1 mg/L
Cobre (Cu) <0,1 mg/L
Ferro (Fe) 0,8 mg/L
Mercurio (Hg) <2 ug/L
Potéassio (K) 285 mg/L
Magnésio (Mg) 673 mg/L
Manganés (Mn) 0,8 mg/L
Sodio (Na) 15418 mg/L
Niquel (Ni) <0,1 mg/L
Chumbo (Pb) <0,1 mg/L
Antimoénio (Sh) <0,1 mg/L
Estanho (Sn) <0,1 mg/L
Estréncio (Sr) 104 mg/L
Vanadio (V) <01 mg/L
Zinco (Zn) <0,1 mg/L
Alcalinidade 1919 mg/L
Amodnia 198 mg N-
Cloreto 26 g/L

Condutividade 168825 uS/cm?
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DBO 261 mg/L
Fenol 2,8 mg/L
Fésforo 0,5 mg P-PO,
pH 7,75 -
Salinidade 41 g NaCl/L
Sulfato 162 mg/L
Sulfeto 150 mg/L
TOC 135 mg/L

4.2.4.1. Método 1: Quantificacdo de fenol em Espectrofotbmetro pelo método 4-
amino-antipirina.

O kit Nanocolor Fenol 5 (MACHEREY-NAGEL®), figura 4, tem a mesma
metodologia apresentada pelo STANDARD METHODS FOR THE EXAMINATION
OF WATER AND WASTEWATER (CLESCERI et al., 1998), trata-se da determinagéo
fotométrica de fendis, pela producdo de um composto avermelhado, gerado pela reagéo
com o reagente 4-animo-antipirina presente nos tubos de reacao.

No tubo de ensaio do kit, adicionou-se 4 mL da amostra de estudo, diluida 1.000
vezes, juntamente com os reagentes do kit (devidamente dosados pelo comerciante)
agitou-se e aguardou-se 5 minutos para medi¢do no espectrofotdbmetro MACHEREY -
NAGEL®, com detector ultravioleta-visivel, no comprimento de onda de 520 nm. Este
espectrofotdbmetro apresenta um software para a quantificacdo de fenol, quando se
utiliza o kit Nanocolor Fenol 5 (MACHEREY-NAGEL®), dispensando a construgio de

curva de calibracdo ou curva padréo.

Figura 4: Kit NANOCOLOR® FENOL

Fonte: - http://www.carvalhaes.net
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4.2.4.2. Método 2: Quantificacdo de fenol em Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE).

A CLAE (figura 5) foi utilizada para a quantificagdo do consumo de fenol e
identificacdo de compostos intermediarios da decomposicdo do fenol. O cromatdgrafo
utilizado foi o SHIMATZU® - CL Solution, com detector ultravioleta-visivel e coluna

cromatogréfica Kromasil® C18: 5,0 um, 25,0 cm.

Figura 5: Equipamento de analise de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Fonte: Dados do autor.

Para as andlises, as condi¢6es do equipamento foram:

- fase movel: Acetonitrila (ACN) diluida em agua ultrapura;
- comprimento de onda: 254 nm;

- temperatura: 30°C;

- fluxo: 0,8 mL.min™;

- tempo de analise: 14 minutos.

No preparo das amostras, filtrou-se 1 mL da amostra em filtro Millipore® 0,22
um. O filtrado foi diluido 1.000 vezes em agua ultrapura e a partir desta diluicdo
utilizou-se 20 pL para injecdo manual no cromatografo. Os resultados foram obtidos
mediante integracdo e tratamento de dados pelo Lab Solutions — CL Solution
SHIMATZU.
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4.2.5. Caracterizagcdo morfoldgica, fisiolégica e bioquimica das linhagens isoladas.

As linhagens foram identificadas utilizando-se protocolo do kit de extracdo MO
BIO® para extracdo do DNA gendmico. O material genético das linhagens foi enviado &
MACROGEN Inc. para sequenciamento do gene 16S utilizando-se dos primers listados
abaixo, que formam um contigo (sequencia completa do rRNA):

27F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG
1492R TACGGYTACCTTGTTACGACTT
518F CCAGCAGCCGCGGTAATACG

800R TACCAGGGTATCTAATCC

As sequéncias obtidas foram comparadas com o banco de dados BLAST para
identificacdo das linhagens.

4.2.6. Teste de toxicidade aguda com Daphnia similis.

O teste de toxicidade aguda foi realizado com a utilizacdo de Daphnia similis
(figura 6), seguindo a norma ABNT NBR 12713:20009.
Figura 6: Daphnia similis

Fonte: http://www.cga.com.br/bioensaios.html

Neste teste, individuos jovens, de 6 a 24 horas de idade, foram expostos as
amostras a serem avaliadas, por um periodo de 4 a 48 horas, determinando-se assim, a
Concentracdo Efetiva Média (CE 50) e a Concentracdo Letal Média (CL 50), constatada

de acordo com a imobilidade ou mortalidade de 50% dos individuos expostos. Essa
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resposta € a mais significativa para ser extrapolada a uma populacdo (Gherardi-
Golgstein et. al., 1990).

Para a realizacdo do teste, adicionou-se em tubos de ensaio 10 mL de &gua do rio
Atibaia, a qual continha as seguintes concentracbes de fenol: 0,3; 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0
mg.L™. Estas concentracdes envolvem o limite méximo de fenol (0,5 mg.L™) nos
efluentes, estabelecido pela Resolugdo n° 430, de 13 de maio de 2011, proposta pelo
Conselho Nacional do Meio Ambiente — CONAMA.

A leitura do teste foi feita 48 horas apds o inicio, quando se procedeu a
contagem dos individuos imdveis ou mortos em cada diluicdo. Os dados foram
trabalhados estatisticamente no software Spearman-Karber ICP-Program para testes de
toxicidade.

4.2.7. Teste de toxicidade crénica com Ceriodaphnia dubia

De acordo com o protocolo, 0 ensaio se inicia com a selecdo de organismos
(figura 7) com até 24 horas, que serdo mantidos nas amostras testes por até 8 dias. A
cada dia a solucdo é renovada, os organismos sdo alimentados e € registrado a
sobrevivéncia e o nimero de filhotes por individuos. Cabe ressaltar que por se tratar de
um organismo partenogenético (reproducdo assexuada) os individuos sdo mantidos
individualmente em cada reservatdrio e o objetivo do ensaio é avaliar a sobrevivéncia e

a reproducéo dos individuos durante o periodo do ensaio.

Figura 7: Ceriodaphnia dubia

Fonte: http://cfb.unh.edu
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Os organismos foram utilizados copos plasticos descartaveis com capacidade de
40 ml em dez réplicas por concentragdo incluindo o controle. A diluicdo das amostras
foi feita em baldo volumétrico de 250 mL para as concentra¢@es de 25; 50; 75 e 100%.
Em cada réplica, foi acrescentado um organismo neonato de Ceriodaphnia dubia com
auxilio de pipeta média de 20 mL da amostra segundo sua concentracdo. Apds o
acréscimo do organismo cada réplica foi alimentada com 100 pl de alga
Pseudokirchneriella subcapitata durante os oito dias de exposicéo, acrescentando 50 pl
de racdo como complemento alimentar. O tempo de exposicao utilizado foi de sete dias,
contando com o grupo controle. As concentracfes de fenol utilizadas foram de 0,03;
0,05; 0,10; 0,20 e 0,50 mg.L™.

A partir do nimero médio de organismos jovens produzidos por fémea em cada
concentracéo serdo calculadas as ConcentracOes de Efeito ndo Observadas (CENO), que
€ a maior concentracdo gque nao causa efeito deletério na sobrevivéncia e reproducéo
dos organismos, e a Concentragédo de Efeito Observada (CEO), menor concentracéo que
causa efeito deletério na sobrevivéncia e reprodugdo dos organismos (CETESB, 1991).
Para os calculos dos valores de CENO e CEO serdo analisados com 0 programa
estatistico “TOXSTAT 3.5 Computer Program”.

4.2.8. Criacao de microcrustaceos.

Os microcrustaceos Daphnia similis e Ceriodaphnia dubia utilizados nos ensaios
de toxicidade foram cultivados no Laboratdrio de Ensino de Toxicidade de Aguas, do
Departamento de Biogquimica e Microbiologia Aplicada, da UNESP — Rio Claro/SP,
seguindo as normas propostas pela a norma ABNT NBR 12713:2009. A agua de cultivo
utilizada na manutencdo e também nas diluicGes procede do Ribeirdo Claro, Rio
Claro/SP, onde é coletada mensalmente. A &gua de cultivo, assim que chega ao
laboratorio, € filtrada em rede de plancton de 0,45 mm para retirada do material
particulado. A dureza é ajustada para atingir os valores entre 40 e 48 mg/L de CaCOs,
de acordo com os procedimentos especificados na Norma ABNT 12713, 2009. O
pardmetro pH é sempre controlado e a agua permanece em aeragdo constante para
estabilizacdo do pH, solubilizac&o dos sais e saturacdo do oxigénio dissolvido, que deve

estar numa faixa entre 60 e 100% de saturacao.
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Apds cada uma das coletas de agua de manutencao foram realizados ensaios de
viabilidade da 4gua com a exposicdo de pelo menos 10 organismos teste durante 48
horas sem alimentag&o e mantidos na incubadora sob as mesmas condigGes das culturas.
A imobilidade dos organismos nao deve exceder 10% do total de organismos expostos
para que a agua possa ser utilizada (CETESB, 1997). O alimento utilizado para a
manutencdo das Daphnias e Ceriodaphnias é a alga Pseudokirchneriella subcapitata
(cultivada seguindo a Norma ABNT 12713 (2009)), na concentracdo de 2,0 x 10°

células por organismos, aproximadamente, complementado com racdo para truta.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Isolamento

A partir de diluicBes decimais das amostras ambientais enriquecidas em reator,
conforme figura 8, com a realizagdo de plagueamentos em meio PCA. Verificou-se que
houve desenvolvimento dos microrganismos, necessitando-se diluir as amostras ao nivel

de 107, para poder isolar as coldnias.

Figura 8: Reatores com amostras ambientais

As culturas foram examinadas no microscopio, com aumento de 100 vezes, para
observacao de caracteristicas macroscopica, além das microscopicas, para que fossem
purificadas por estriamento, e entdo preservadas em tubos de cultura com meio PCA. Os
critérios de selecdo foram: colénias de rdpido desenvolvimento, vigorosas e que
propiciam maior biomassa.

De acordo com a tabela 6, foram isoladas 6 linhagens bacterianas das amostras

utilizadas.
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Tabela 6 - Culturas bacterianas isoladas e preservadas em tubos de cultura em meio PCA.

Amostra Cultura
Rio Atibaiba C1
Solo €2
C3
C4
Efluente c5
C6

5.2. Teste para Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)

Apos analise das placas cultivas com amostras dos Erlenmeyer que continham as
concentracBes de 0; 100; 200; 400; 600; 800; 1.000; 3.000; 3.500 e 4.000 mg.L™ de
fenol, observou-se que a concentracdo de 3.000 mg L™ foi inibitéria para as linhagens C
3, C 4 e C 5, enquanto as outras linhagens ndo apresentaram resisténcia a esta

concentracdo, sendo desprezadas para o teste de biodegracdo, conforme a figura 9.

Figura 9: Placas com linhagens bacterianas resistentes a 3000 mg L™ de fenol.

Estas linhagens apresentaram maior resisténcia a maiores concentracdes de fenol
provavelmente por estarem mais adaptadas ao composto no ambiente de origem.

Na literatura, foram descritas linhagens bactérias resistentes ao fenol capazes de
crescer em concentragdes maximas de 2.600 mg.L™, como no trabalho de Afzal et al.
(2007), que relatou resisténcia ao fenol nesta concentragdo, em Pseudomonas
aeruginosa e P. pseudomallei. Ha ainda outros relatos, tais como: resisténcia a 1.000
mg.L™ de fenol por P. putida (GONZALEZ et al., 2001); linhagem de Alcaligenes
faecalis resistentes a 1.600 mg.L™ de fenol (JIANG et al., 2007).
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5.3. Quantificacdo do Consumo de Fenol

Os ensaios de biodegradacao, apresentado pela figura 10, e crescimento em fenol
como Unica fonte de carbono, demonstraram que estas linhagens foram capazes de
consumir o fenol em um periodo de 24 horas, diminuindo a concentracdo inicial. A
quantificacdo da reducdo do fenol no meio de cultura foi realizada utilizando-se
métodos em espectrofotdmetro e em cromatografia liquida e os resultados séo
apresentados a seguir:

Figura 10: Frascos para ensaio de biodegradacéo

5.3.1. Método 1: Quantificacédo de Fenol em Espectrofotdmetro pelo Método 4-
Amino-Antipirina

Para este trabalho, este método ndo se mostrou eficiente, uma vez que nao

conseguiu expressar a reducdo do fenol no meio de cultura (figura 11).
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Figura 11: Teste de quantificacdo de fenol com o kit Nanocolor Fenol 5 (MACHEREY -
NAGEL®)

5.3.2. Método 2: Quantificacdo de Fenol em Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE)

Inicialmente, realizou a construcdo de uma curva padrdo (figura 12) para

plotagem das concentrac@es a serem comparadas com a analise das amostras.

Figura 12: Curva padrdo para quantificacdo de fenol
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A partir da analise dos dados obtidos, pode-se observar que houve reducdo na

concentracdo de fenol das amostras em que se utilizou o meio mineral acrescido com

fenol como unica fonte de carbono, em apenas 24 horas. Os cromatogramas (figura 13)

e o grafico 1 mostram a concentracdo inicial de fenol no meio e a diminui¢do quando

acrescentou-se as linhagens bacterianas:

Figura 13: Cromatogramas da quantificacdo de fenol em meio mineral, em 24 horas.
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Quantitative Fesults
Detector A . F.D =100
Fet. Time Arca Height Cone, Units -1
13.180 82010 5961 8565 |mg/L > 856,5 mg.L
mi
] Det A Ch1
so] D ¥
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A: Cromatograma da concentragdo inicial de fenol no meio de cultura (1061,2 mg.L-1); B:
Cromatograma da biodegradagdo do fenol pela bactéria C3 isolada do solo e formacéo de subproduto,
com reducdo de 14,2% de fenol. C: Cromatograma da biodegradacéo do fenol pela bactéria C4 isolada do
efluente e formac&o de subproduto, com reducéo de 19,3% de fenol. D: Cromatograma da biodegradagéo

do fenol pela bactéria C5 isolada do efluente e formacg&o de subproduto, com reducéo de 22,0% de fenol.

Gréfico 1: Consumo de fenol em meio mineral em 24 horas
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No mesmo estudo realizado por Avanzi (2009), o autor isolou Pseudomonas
aeruginosa na regido da zona industrial de Cubatdo-SP e com ensaios de biodegradacgéo
concluiu que esta linhagem foi capaz de consumir até 800 mg.L™ de fenol em apenas 24
horas, restando como principal intermediario a hidroquinona. O estudo realizado por
Agarry et al. (2008) demonstrou que a espécie P. aeruginosa degradou 94,5% de fenol
em uma concentracéo de 100 mg.L™ em 72 horas e a espécie P. fluorescéncia degradou
69,4% de fenol na mesma concentragéo inicial e no mesmo tempo. Do mesmo modo,
Annadurai et al. (2002) estudaram a capacidade maxima de degradacédo de fenol por P.
putida, relatando que esta linhagem foi capaz de consumir 85% de fenol em uma

concentracéo inicial de 500 mg.L™, porém o tempo de degradacéo nio foi citado.

5.3.2.1 — Biodegradagéo do fenol no efluente da refinaria

Para o teste em que se utilizou o efluente da refinaria de petrdleo, os resultados
obtidos nas andlises cromatograficas indicam que houve diminuicdo de
aproximadamente 24% para linhagem C3; 18% para linhagem C4 e 21% para linhagem
C5 em relacdo a concentracdo inicial de fenol no periodo de 120 horas. Os
cromatogramas (figura 14) e o Grafico 2 mostram a concentracédo inicial de fenol no

efluente e a diminuicdo quando acrescentou-se as linhagens bacterianas:

Figura 14: Cromatogramas da quantificacdo de fenol no efluente em 120 horas.
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A: Cromatograma da concentragéo inicial de fenol no meio de cultura (990,0 mg.L™); B: Cromatograma

da biodegradacdo do fenol pela bactéria C3 isolada do solo, com redugdo de 24% de fenol. C:

Cromatograma da biodegradacgdo do fenol pela bactéria C4 isolada do efluente, com reducédo de 18% de

fenol. D: Cromatograma da biodegradacéo do fenol pela bactéria C5 isolada do efluente, com reducéo de

21% de fenol.
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Grafico 2: Consumo de fenol no efluente em 120 horas
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5.3.2.2 — Biodegradacédo do fenol na dgua de producéo do petroleo.

No experimento com agua de producdo de petréleo, os resultados mostram que
ocorreu a diminuicdo de 19% com a linhagem C3; 15% com a linhagem C4 e 16% com
a linhagem C5 em relacdo a concentracéo inicial de fenol no periodo de 120 horas. Os
cromatogramas, apresentados na figura 15 e o grafico 3 mostram a concentracao inicial
de fenol na &gua de producdo de petroleo e a diminuicdo quando acrescentou-se as

linhagens bacterianas:

Figura 15: Cromatogramas da quantificacdo de fenol na dgua de producao de petréleo

em 120 horas.
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A: Cromatograma da concentracéo inicial de fenol no meio de cultura (963,0 mg.L™); B: Cromatograma

da biodegradacdo do fenol pela bactéria C3 isolada do solo, com redugdo de 19% de fenol. C:
Cromatograma da biodegradacéo do fenol pela bactéria C4 isolada do efluente, com reducdo de 15% de

fenol. D: Cromatograma da biodegradacéo do fenol pela bactéria C5 isolada do efluente, com reducéo de

16% de fenol.
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Gréfico 3: Consumo de fenol na agua de producéo de petréleo em 120 horas
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5.4. Identificacdo

As andlises moleculares permitiram a identificagdo ao nivel de espécie da
maioria das estirpes. As sequéncias obtidas foram comparadas, atraves do programa
Blast, com as sequéncias depositadas no banco de dados e funcbes do Ribosomal
Database Project (RDP).

A identificacdo taxonémica esta representada abaixo:

Amostra C 3

domain Bacteria (20)
phylum Firmicutes (20)
class Bacilli (20)
order Bacillales (20)
family Bacillaceae 1 (20)
genus Bacillus (20)
Bacillus sp.; JJ#1; Y15466
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Amostra C 4

domain Bacteria (20)
phylum Firmicutes (20)
class Bacilli (20)
order Bacillales (20)
family Bacillaceae 1 (20)
genus Bacillus (20)
Bacillus cereus; ATCC BAA-1005; AY631056

AmostraC 5

domain Bacteria (20)
phylum Firmicutes (20)
class Bacilli (20)
order Bacillales (20)
family Bacillaceae 1 (20)
genus Bacillus (20)
Bacillus thuringiensis; ATCC33679; AF290549

5.5. Teste de Toxicidade Aguda com Daphnia similis

Avaliou-se a toxicidade aguda do fenol em Daphnia similis na agua do Rio
Atibaia, 0 qual recebe o efluente tratado de uma refinaria de petréleo.

Ao final de 48 h de exposicdo, percebeu-se que o controle e a concentracdo de
0,3 mg.L" ndo afetaram a mortalidade dos organismos. No entanto, para as
concentracdes de 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 mg.L™* observou-se mortalidade. O teste indicou que
a mortalidade de 50% (CE 50) dos individuos expostos foi observada proxima a
concentracdo de 0,5 mg.L™ (gréfico 4), indicando que o fenol é um composto de alta
toxicidade para D. similis e a legislagdo CONAMA, na resolucdo 430 de 2011, que
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dispde sobre condicGes e padrdes de lancamento de efluentes, considera este parametro,

uma vez que a concentracdo maxima de fenol em efluentes descartados é de 0,5 mg.L™.

Gréfico 4. Toxicidade aguda do fenol em Daphnia similis na 4gua do Rio Atibaia
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A analise estatistica utilizada foi 0 método Spearman-Karber, que indicou que a
faixa de toxicidade do fenol para Daphnia similis encontra-se entre 0,43 e 0,73 mg.L™.
Em relacdo a reproducdo, pbde-se observar interferéncia do fenol na

partenogénese, uma vez que ndo houve nascimento de nenhum neonato.

5.6. Teste de Toxicidade Crdnica com Ceriodaphnia dubia

O teste de toxicidade cronica com C. dubia ndo foi realizado, uma vez que o
teste de toxicidade aguda com D. similis mostrou alta toxicidade do fenol para este

microcrustaceo, dispensando a realizacao do teste.
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6. CONCLUSAO

As linhagens de Bacillus sp., Bacillus cereus e Bacillus thuringiensis isoladas
neste trabalho apresentam alta tolerancia a toxicidade do fenol e consequentemente
podem ter potencial de aplicacdo no biotratamento de efluentes contendo altas
concentragfes de compostos fendlicos ou mesmo, em biorremediacdo de solos in situ.

Os resultados obtidos nos trés experimentos de biodegradacdo indicam a
eficiéncia destes microrganismos no tratamento da agua em diferentes etapas do
processo de refino de petroleo, devido a resisténcia destas linhagens a diversas
composic¢des quimicas do meio em que estiverem presentes.

Os testes de toxicidade demonstraram que o fenol é um composto de alta
toxicidade para D. similis e a legislagdo CONAMA, na resolucdo 430 de 2011, que
dispde sobre condicBes e padrdes de lancamento de efluentes, considera este parametro,

uma vez que a concentracdo maxima de fenol em efluentes descartados é de 0,5 mg.L™.
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