FUNDACAO UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE — FURG
DEPARTAMENTO DE QUIMICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO
EM ENGENHARIA E CIENCIA DE ALIMENTOS

ESTUDO DA BIODEGRADACAO DO FENOL
POR UMA NOVA LINHAGEM DE Aspergillus sp.

ENG®°. CATIA TAVARES DOS PASSOS

Prof. Dr.Carlos André Veiga Burkert
ORIENTADOR

RIO GRANDE, RS
MARCO, 2006



FUNDACAO UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE — FURG
DEPARTAMENTO DE QUIMICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO
EM ENGENHARIA E CIENCIA DE ALIMENTOS

ESTUDO DA BIODEGRADACAO DO FENOL
POR UMA NOVA LINHAGEM DE Aspergillus sp.

ENG°. CATIA TAVARES DOS PASSOS

Dissertacdo apresentada como parte dos
requisitos necesséarios para obtencdo do
titulo de Mestre em Engenharia e Ciéncia
de Alimentos

Prof. Dr. Carlos André Veiga Burkert
Orientador

Prof? Dr® Susana Juliano Kalil
Co-orientadora

RIO GRANDE - RS
MARCO, 2006



Este trabalho é dedicado aos meus pais Crésio Pereira dos Passos e Luiza
Tavares dos Passos (in memorium); e a minha irma Cassia Carina Passos
dos Santos pelo amor, amizade, incentivo e dedicagao para realizacdo dos
meus projetos de vida.



"Se as coisas sao inatingiveis

Ora, ndo é motivo para ndo queré-las.

Que tristes os caminhos se nao fora a presenca distante das
estrelas".

(Mério Quintana)



AGRADECIMENTOS

A realizacdo dessa dissertacdo foi a efetivacdo de um sonho de adolescéncia que
s6 foi possivel ser alcancado devido ao apoio de muitas pessoas que se
empenharam de muitas formas para ajudar, logo agradeco:

Aos meus pais, que me fizeram acreditar que era possivel estudar em uma
universidade federal e principalmente ao meu pai, que esteve junto comigo nessa
fase da minha vida, sempre pronto a ajudar e a ouvir, a essa pessoa que foi meu pai
e minha méae faco um agradecimento muito especial;

Aos meus queridos orientadores: Carlos André e Susana, pelo exemplo, amizade,
paciéncia e compreensao, 0s quais sempre estiveram dispostos a ajudar fazendo
muito mais do que se pode esperar de um orientador, divido o mérito de estar
recebendo o titulo de mestre com vocés;

A Janaina que esperando o Guilherme e ap0s 0 seu nascimento sempre arrumou
tempo para ajudar, a qualquer momento, obrigada também pela confianca e
amizade;

A Elisane e a Ana Sanzo que além de serem amigas de longa data, ainda
ofereceram todo o apoio técnico para o desenvolvimento do trabalho. Obrigada
pelas conversas, pela preocupacdo, pelo ombro amigo e por estarem sempre
dispostas a ajudar;

As minhas companheiras de projeto Fernanda e Katiane as quais me ajudaram a
vencer esse desafio e acabaram se tornando grandes amigas, foi muito bom
trabalhar com vocés;

As minhas colegas de mestrado Ana, Carol, Francine, Lorena, Giniani e Silvana,
algumas grandes companheiras de festa e todas amigas do laborat6rio, pela grande
amizade onde ndo tenho palavras para mensurar o que significou esses ultimos
anos devido a imensidao do significado dessa amizade;

Quero fazer um agradecimento especial também a todos os professores que
participaram da minha formacado, tenham a certeza de que levarei para o resto da
vida, seus bons exemplos;

A prima Patricinha, Itiara e Andréia, que moraram comigo no periodo do mestrado
pela paciéncia, compreeséo e grande amizade. Mesmo sendo um periodo curto de
tempo, vivemos muitas coisas juntas, sentirei saudades;

A todos os amigos colegas de mestrado, do laboratério, dos outros cursos da FURG
e também de fora da faculdade, os quais ndo vou citar os nomes para nao cometer
nenhuma injustica, por terem sido inesqueciveis, amigos de verdade, sempre
presentes na hora certa, hunca o0s esquecerei;

A Rosane, Islanda e a Kelly pela simpatia e por serem sempre muito prestativas;

Ao CNPq pelo apoio financeiro ao projeto e bolsa de mestrado.



RESUMO

A presenca de um pdélo industrial em Rio Grande-RS, junto a um ecossistema
delicado, que compreende a regido estuarina da Lagoa dos Patos, tem um impacto
ambiental indiscutivel, podendo prejudicar atividades econémicas importantes como
pesca e turismo. Neste contexto sdo essenciais a pesquisa e desenvolvimento de
estratégias para a recuperacdo ambiental de areas impactadas por compostos
toxicos. A bioaumentacdo consiste na adicdo de numero expressivo de
microrganismos hidrocarbonoclasticos, em ambientes contaminados, tornando-se
interessante a aplicacdo de microrganismos selecionados das populacdes nativas,
adaptadas as condi¢bes locais e com alta capacidade degradativa. Entre os
contaminantes do ambiente, os fendis aparecem entre 0s mais perigosos devido aos
seus efeitos microbicida e fitotoxico. O objetivo desse trabalho foi estudar a
capacidade do fungo filamentoso Aspergillus sp. LEBM2, isolado pelo Laborat6rio
de Microbiologia - FURG, na regido da cidade do Rio Grande - RS, de degradar
fenol. Tipos diferentes de inéculo foram estudados, utilizando distintas fontes de
carbono. A influéncia dos parametros de cultivo concentracdo de glicose, volume de
inoculo e agitagdo foi verificada utilizando um planejamento experimental 23,
Estudou-se a tolerancia do fungo ao fenol, verificando sua capacidade degradativa
em diferentes concentracbes do substrato toxico. Além disso, um estudo
comparativo com microrganismos livres e encapsulados foi realizado. No estudo do
tipo de inéculo foi observada diferenca significativa entre os indculos utilizados,
sendo que o processo mais eficiente foi utilizando o meio de adaptacdo contendo
glicose e fenol, com velocidade média de degradacéo de fenol de 0,67 mg.L.*h.™.
Para o planejamento foi observado, na condicdo 500 mg.L™ de glicose, volume de
in6culo de 20 % e agitacdo de 200 rpm, degradacao total do fenol em 72 h,
apresentando uma velocidade de degradacdo de 3,76 mg.L’.h?. Quanto &
tolerdncia ao fenol, constatou-se que este microrganismo conseguiu consumir o
fenol até uma concentracdo de 989 + 15 mg.L" e que a maior velocidade de
degradacdo encontrada foi de 5,18 mg.L™*.h™ para a concentracdo de 320 + 0,57
mg.L™, mostrando que o fungo estudado tem grande potencial para ser utilizado em
processos de bioaumentacdo. No estudo comparativo entre microrganismos livres e
encapsulados, verificou-se aumento na velocidade de degradacdo de fenol
atingindo valores de até 49,2 % superiores, pela encapsulacdo em alginato de célcio
em todas as concentragOes estudadas, indicando a presenca de um microambiente
mais favoravel para a biodegradacao pelo efeito protetor da matriz do gel, reduzindo
0 estresse abiodtico. A encapsulagdo do fungo filamentoso Aspergillus sp. LEBM2
mostrou-se uma técnica promissora para aplicacdo em processos de
bioaumentacéao.

PALAVRAS-CHAVE: biorremediacéo, bioaumentacdo, biodegradacéo, fenol, fungos
filamentosos, encapsulacao.



ABSTRACT

The presence of chemical industrial installations in Rio Grande — RS, near to a
complex ecosystem, that include Patos Lagoon estuary, has a serious environmental
impact, with damage in economic activities such as fishery and tourism. In this
context, research and development strategies to impacted areas recovery are
essential. Bioaugmentation involves the addition of an expressive number of
hydrocarbonclastic microorganisms in impacted areas. It is interesting the application
of selected microorganisms from indigenous population, adapted to local conditions
and with high degradation capacity. Phenols, in particular, are hazardous pollutants,
because of antimicrobial and phytotoxic effects. The main goal of this work was to
study the phenol degradation capacity of Aspergillus sp. LEBM2 filamentous fungus,
isolated by Microbiology Laboratory — FURG, in the region of Rio Grande-RS.
Different types of innoculum were studied, using different carbon sources. Influence
of batch cultivation parameters (glucose concentration, innoculum volume and
agitation) was verified using a 23 experimental design. Phenol tolerance was studied,
verifying degradative capacity for different contaminant concentrations. A
comparative study was carried out with free and encapsulated microorganisms. With
respect to the type of innoculum, it was observed significative differences. A more
efficient process was obtained using an adaptation medium containing glucose and
phenol, reaching a degradation of 0.67 mg.L™.h™%. In relation to experimental design,
glucose concentration of 500 mg.L™, innoculum volume of 20 % and agitation of 200
rom were the best conditions, with total phenol degradation rate in 72 h and
degradation of 3.76 mg.L™.h™ with respect to phenol tolerance, this microorganism
was able to consume 989 + 15 mg.L™. The highest phenol degradation rate was 5.18
mg.L™ in the concentration of 320 + 0,57 mg.L™, showing that Aspergillus sp. LEBM2
has great potential to bioaugmentation purposes. In the comparative study involving
free and encapsulated cells, it was observed an increase in phenol degradation rate
with filamentous fungi encapsulated in calcium alginate beads, in all concentrations.
The presence of a microenvironment more favorable, because of the protector effect
of gel matrix, reduced abitoc stress. Encapsulated Aspergillus sp. LEBM2 application
showed a potential technique for bioaugmentation process.

KEY WORDS: bioremediation, bioaugmentation, biodegradation, phenol,
filamentous fungi, encapsulation.
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1. INTRODUCAO

A producdo e utilizacdo em larga escala de produtos organicos tem
levado a seérios problemas ambientais nas Ultimas décadas, sendo que muitos
destes compostos podem persistir no ambiente por longos periodos.

A presenca de um polo industrial em Rio Grande-RS, junto a um
ecossistema delicado, que compreende a regido estuarina da Lagoa dos Patos, tem
um impacto ambiental indiscutivel. O problema das emiss@es de efluentes liquidos e
gasosos é uma realidade, provocando prejuizo em atividades econbmicas da
regido, em particular a pesca, em que Rio Grande destaca-se como um dos
principais polos do sul do pais, acarretando graves implicagfes socio-econdmicas
aos que dependem desta atividade, bem como efeitos diretos sobre a qualidade de
vida dos habitantes da regido. Além disso, é concreto o risco de acidentes que
envolvam produtos quimicos na zona costeira, bem como a existéncia de areas ja
impactadas, como solo e sedimentos.

O fenol, um dos poluentes perigosos mais freqlentes, esta presente em
efluentes de industrias de gaseificacdo de carvdo, producdo de coque, refino de
petréleo, farmacéutica, alimentos, pesticidas, fertilizantes, producdo de tintas,
quimica sintética e polpa de papel. Uma concentracdo de fenol de 1 mg.L™ é
considerada toxica, por isso na maioria dos casos os limites de emissao sdo mais
restritos, sendo de até 0,2 mg.L™. No Brasil, os padrdes de qualidade da agua
estabelecem concentracdes de fenol de até 0,001 mg.L” para uso em locais
destinados a balneabilidade e até 1 mg.L™" para uso na navegacdo. Os padrdes de
emissédo de efluentes correspondem a 0,5 mg.L™. O fenol é biodegradavel tanto
aerObia como anaerobiamente, mas €é tOxico aos microrganismos mesmo a
concentracbes relativamente baixas de 10 mg.L*. O fenol apresenta efeito
microbicida e fitotoxico, e pode ser inibidor do crescimento mesmo em espécies que
o utilizam como substrato, acarretando problemas operacionais nas esta¢cfes de
tratamento de efluentes (SANCINETTI et al., 2003). Em concentra¢des na faixa de 5
a 25 mg.L™ é letal para a vida aquatica (YAN et al., 2005).

Um dos caminhos para aumentar a degradacdo desse composto €&
inocular um Unico microrganismo do meio ambiente ou uma combinagdo de

microrganismos conhecidos por degradar fenol. Fungos em geral incluindo
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Aspergillus, entre outros, utilizam uma grande faixa de compostos aromaticos
simples e tem altas atividades de producdo de enzimas catabdlicas. Além disso,
alguns deles s&o considerados habeis para degradar compostos fendlicos (GARCIA
et al., 2000).

De acordo com COLOMBO et al. (1996), numerosos microrganismos sao
conhecidos por sua habilidade de degradar hidrocarbonetos, mas a maioria dos
trabalhos foca a biodegradacdo destes por bactérias, sendo que poucos trabalhos
tratam da degradacéo utilizando fungos.

Os estudos em biorremediacdo envolvem estimulagcdo microbiana
indigena por modificagdes ambientais (bioestimulag&o) ou introduzindo populacdes
microbianas exégenas que sdo conhecidas por degradar determinados compostos
toxicos (bioaumentagdo) (MANFIO et al., 2005).

A utilizagdo de microrganismos inclui completa destruicdo dos
contaminantes, baixo custo de tratamento, maior seguran¢a e menor distarbio ao
meio ambiente (GHAZALI, 2001).

A bioaumentacdo consiste na utilizacdo de técnicas para se aumentar
populagBes microbianas degradadoras, sendo definida como a suplementacéo de
microrganismos externos de ocorréncia natural, tais como bolores, leveduras e
bactérias, visando aumentar a eficiéncia dos processos (LAZZARETTI, 1998;
MANFIO et al., 2005).

Os problemas ambientais relacionados a crescente atividade industrial
tém gerado preocupacdo aos 6rgdos governamentais e entidades de protecéo
ambiental, sendo necessarios estudos académicos que busquem novas alternativas
para a recuperacao de areas impactadas e solucdo de problemas operacionais das
técnicas empregadas.

Para a avaliacdo da toxicidade e biodegradabilidade, os ensaios em
batelada sé&o Uteis para classificar variaveis importantes (OWEN et al., 1979, citado
por SANCINETTI et al., 2003).

Um outro aspecto é que o sucesso da bioaumentacdo depende
altamente da sobrevivéncia das células inoculadas, que pode ser promovida por sua
encapsulagdo em um carreador, como alginato, goma gelana, entre outros, o qual
0s protege contra a competicdo natural com a microflora local (JEZEQUEL et al.,
2005; MOSLEMY et al., 2003).
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Segundo MOSLEMY et al. (2002), o uso de células encapsuladas para
aplicacbes no ambiente tem muitas vantagens em relacdo as formulacdes com
células livres, incluindo a protecao do estresse bidtico e abibtico, evitando também a
compactacado microbiana do solo, pois impede a formacéo de polimeros celulares,
bem como minimiza a distribuicdo insatisfatéria de células ativas no solo,
sedimentos e aquiferos.

No Laboratério de Engenharia de Bioprocessos da FURG vem sendo
desenvolvido desde 2002 a linha de pesquisa Biotecnologia Ambiental e
Biorremediagcdo. Diversos microrganismos foram isolados a partir de solo
contaminado na cidade do Rio Grande, planicie costeira sul do Estado do Rio
Grande do Sul. Foram identificados e caracterizados quanto a capacidade de
crescimento em diferentes hidrocarbonetos, apresentando potencial degradativo
para hidrocarbonetos alifaticos, aromaticos e clorados, o que possibilita a
formulacdo de consoércios microbianos com alta capacidade degradativa e amplo
espectro de degradagédo (BURKERT et al., 2004; RIBEIRO et al., 2004; SANTOS et

al., 2004). Neste contexto, o presente trabalho vem contribuir nesses estudos.
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2. OBJETIVO

2.1. Objetivo geral

Estudar a capacidade de degradar fenol, do fungo Aspergillus sp.
LEBM2, isolado pelo Laboratério de Microbiologia — FURG, para viabilizar seu uso

em bioaumentacao.

2.2. Objetivos especificos

e Avaliar o efeito do tipo de indculo na degradacao de fenol;

o Estudar a influéncia dos parametros de cultivo em batelada, como
concentracdo de glicose, volume de in6culo e agitacdo, na degradacao
do fenol;

e Avaliar a tolerdncia do fungo ao fenol, em termos do efeito da
concentracao na velocidade de degradacéo;

e Comparar a utilizacdo do fungo na forma livre e encapsulada para
constatar qual é a mais promissora a ser utilizada em processos de
bioaumentacéo.



CAPITULO II
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Biorremediacdo de compostos organicos

De acordo com THASSITOU & ARVANITOYANNIS (2001), a
biorremediacdo é um conceito geral que inclui todos agueles processos e a¢des que
levam a biotransformac¢@o do ambiente, ja modificados por contaminantes, para
voltar ao seu estado original. As tecnologias empregadas no tratamento de residuos
sdo freqientemente definidas em termos da melhor tecnologia disponivel, que por
sua vez esta associada a dois fatores primordiais: informagdo disponivel e
condi¢bes econdmicas. Diante da necessidade do tratamento de efluentes, torna-se
l6gico que se deva considerar a melhor tecnologia disponivel quando esta oferecer
vantagens em comparag¢ao com outras técnicas, quer no sentido de custos e ou de
beneficios obtidos.

Os processos de biorremediacdo sdo tecnologias que utilizam
organismos viaveis, especialmente microrganismos selecionados através de
funcdes catabolicas, para degradacao de substancias toxicas presentes no solo e
agua em outras menos toxicas, ndo toxicas ou redugdo de sua concentragdo a
niveis aceitaveis. Estes microrganismos transformam o poluente em biomassa,
agua, diéxido de carbono e outros componentes menos téxicos, sendo que o intuito
da biorremediacdo é minimizar o impacto das substancias recalcitrantes no
ambiente, criando condic¢des favoraveis ao crescimento e a atividade microbiana. A
bioestimulacdo e a bioaumentacdo podem ser consideradas abordagens gerais
nessa tecnologia (CAPREZ et al.,2002).

As técnicas de biorremediacdo podem ser usadas para descontaminagéo
de solo e agua e sao classificadas em duas grandes categorias: in situ e ex situ
(COLLERAN, 1997). Estratégias de tratamento in situ podem diminuir os custos em
relacdo as técnicas ex situ, pela eliminacdo da necessidade de escavacdo ou
bombeamento, transporte e estocagem (GHAZALI, 2001). A biorremediacao in situ
envolve o incremento das taxas de biodegradacdo de contaminantes organicos no
solo, sedimentos, aguas superficiais e subterrdneas. Requer a estimulacdo da
atividade degradativa de populagdes microbianas enddgenas pela provisdo de

nutrientes e aceptores de elétrons, técnica conhecida como bioestimulacdo. Ou a
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adicdo de inoculos microbianos exogenos com ou sem suplementacdo de
nutrientes, que constitui a bioaumentacdo. A biorremediacdo ex situ requer a
remocao fisica do material contaminado seguido de tratamento em biorreatores,
landfarming, biopilhas, compostagem e lagoas, utilizando as técnicas citadas
(FURTADO, 2001).

A tecnologia de bioaumentacdo ndo é nova, vem sendo praticada nos
EUA desde os anos 60. No Brasil, esta tecnologia teve maior incremento nos anos
90, com a chegada ao pais de empresas que comercializam aditivos bioquimicos
para esta finalidade (LAZZARETTI, 1998).

As etapas de implementacdo de um processo de biorremediacéo
compreendem o estudo do ambiente, do tipo de contaminante, dos riscos e da
legislacdo pertinente (Figura 1). As avaliagBes biologicas ocorrem, em primeira
estancia, em laboratorio, e ttm como objetivo a otimizacdo da biodegradacdo do
composto. Elas compreendem os testes de bioestimulagdo, pela adicdo de
nutrientes e/ou surfactantes, e os testes de bioaumentacao, pela adicdo de culturas
de microrganismos biodegradadores. Com base nos dados obtidos €, entdo,
escolhida a técnica de biorremediacdo mais adequada para a situacéo e testes de

campo sao realizados, para verificar a eficiéncia do processo (MANFIO et al., 2005).
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Fonte: MANFIO et al. (2005).
Figura 1: Esquema geral das etapas para definicdo e implementacdo de um processo de
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3.2. Fontes xenobiéticas de fenol

A origem do fenol no ambiente é natural bem como xenobibtica. As
fontes naturais sdo oriundas da queima de florestas e de tecidos vegetais,
ocorrendo naturalmente, por consequéncia, no solo. As fontes xenobidticas sao
constituidas de residuos dos processos industriais, processos de manufatura
guimica, processos da industria de celulose e papel e pesticidas (ALEMZADEH et
al., 2002).

A tabela 1 mostra algumas informagdes referentes a estas fontes.

Tabela 1: Algumas fontes de emissao de fendis.

Fonte de emissao Fenois totais pH DQO (mg.L™) Referéncia
(efluentes) (mg.L™)
Vinhaca de destilarias 469 4.4 75.000 GARCIA et al.
de alcool (21997)
Siderurgicas 5-326 - - SANTOS &
LINARDI (2004)
Residuos da industria 1200 47 82.000 GARCIA et al.
de azeite de oliva (2000)
Residuos da industria 265 - - KACHOURI &
de azeite de oliva HAMDI (2003)
Resinas fendlicas 107-615 - 3.140-6.060 HIDALGO et al.
(2002)
Lubrificantes e 0,19-0,66 4,0 - RODRIGUEs et
derivados de petréleo al. (2005)
Papel 20 10,34 5.800 MORAES et al.
(2001)
Beneficiamento de 10 - - GUIOURELIOTIS
Soja & NICELL (1999)

Fendis e clorofentis sdo contaminantes comuns do meio ambiente,
originados principalmente pelo seu uso em biocidas na inddstria e na agricultura,

sua formacdo durante o branqueamento de polpa e a incineracdo de material
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organico na presenca de cloro. Muitos fendis e fendis clorados persistem em muitos
ambientes, devido as condigbes improprias de biodegradagéo (ANTIZAR-LADISLAO
& GALIL, 2004).

Hidrocarbonetos monoaromaticos como benzeno, tolueno e fenol séo
produzidos em grandes quantidades quando sdo usados como solventes e
materiais na producdo dos plasticos, fibras sintéticas e pesticidas (HAMED et al.,
2003).

A industria de azeite de oliva gera grandes quantidades de residuos
liquidos escuros. Este residuo tem um alto poder poluente com uma Demanda
Bioguimica de Oxigénio variando entre 89.000 a 100.000 mg.L*, e Demanda
Quimica de Oxigénio entre 80.000 a 200.000 mg.L™. Estes valores sdo em torno de
200 a 400 vezes maiores que um esgoto tipico municipal. A producdo anual do
residuo do azeite de oliva nos paises mediterraneos fica em torno de 3 x 10’ m3. A
fracdo organica do residuo de azeite de oliva inclui agUcares, taninos, polifendis,
polialcodis, pectinas e lipidios (KACHOURI & HAMDI, 2003).

Polifendis encontrados em azeite de oliva virgem, responsaveis pela
estabilidade, vem da fruta da oliveira. Durante o processo de extragdo, uma grande
parte destes compostos € perdido em meio a fase aquosa. Os solidos e o efluente
aquoso contém substancias organicas como os polifendis, compostos fendlicos que
consistem de moléculas aromaticas monociclicas, como os acidos hidroxilato e
metoxilato-benzoico, fenilacético e acido fenil propendico, e compostos de alto peso
molecular sdo obtidos com a sua polimerizacdo. Estes compostos sdo responsaveis
pela cor escura, efeitos fitotoxicos e atividade antibacteriana (KACHOURI & HAMDI,
2003).

A vinhaca, efluente de destilarias de alcool etilico, contém matéria
organica abundante, que inclui numerosos compostos fendlicos e seus polimeros
(GARCIA et al., 1997).

LEIFA & SOCCOL (2001) citam a presenca de componentes toxicos
como cafeina, taninos e polifendis nos residuos sélidos (cascas) do processamento
de café, e que impedem sua utilizacdo como ra¢do para ruminantes, gerando um

sério problema de poluicdo ambiental.
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3.3. Métodos biolégicos para degradacéo de fenol

De acordo com SANCINETTI et al. (2003), o fenol é considerado um dos
poluentes perigosos mais freqlentes, estando presente em efluentes de industrias
de gaseificacdo de carvao, producdo de coque, refino de petrdleo, farmacéutica,
alimentos, pesticidas, fertilizantes, producéo de tintas, quimica sintética e polpa de
papel. Uma concentragéo de fenol de 1 mg.L™ é considerada toxica, por isso na
maioria dos casos os limites de emissdo sdo mais restritos, sendo que a legislacdo
brasileira estabelece padrées de emissdo no corpo receptor em 0,5 mg.L™ (artigo 21
da resolugéo n® 20/86 do CONAMA).

Devido a seus efeitos toxicos, que incluem permeabilizacdo da
membrana celular e coagulagdo citoplasmética, os fenois podem causar danos
sensiveis a célula e isto causa profundos problemas a salde e ao meio ambiente,
particularmente durante os processos de tratamento dos residuos liquidos.
Tradicionalmente, o fenol tem sido removido de efluentes industriais por métodos
fisico-quimicos, mas técnicas recentemente desenvolvidas de biodegradacdo tém
potencial de mineralizar estes compostos toxicos completamente, relativamente a
pequenos custos. A despeito das suas propriedades toxicas, numerosos
microrganismos podem utilizar compostos fendlicos sob condigdes aerdbicas como
unica fonte de carbono e energia (FIALOVA et al., 2004).

O tratamento de compostos aromaticos por métodos fisicos e quimicos é
caro, entdo a biorremediacdo destes compostos é uma op¢ao de baixo custo. O
tratamento biolégico de xenobibticos é limitado por propriedades intrinsecas destes
compostos. Devido a sua toxicidade, eles sdo pouco biodegradaveis, e a
degradacdo pelos microrganismos ocorre em baixa concentragcdo do substrato
(HAMED et al., 2004).

De acordo com TONG et al. (1998), a remocédo de fendis inclui técnicas
como extragdo por solventes, adsor¢do em carvdo ativado, oxidacdo quimica e
destoxificagdo enzimatica. No entanto, tais técnicas apresentam limitacdes, como
alto custo, incompleta descontaminacédo, formacéo de subprodutos e aplicabilidade
em faixas de concentracao limitadas.

Devido a grande difuséo da ocorréncia de fendis, microrganismos hébeis

para usar estes compostos como fonte de carbono e energia podem ser
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encontrados em muitos ambientes. Eles incluem tanto microrganismos aergbicos
como anaerobios. A biodegradacgéo aerdbia tem sido estudada desde o comego do
século XX. Muitos microrganismos degradadores de fenol tém sido isolados e os
caminhos da degradacdo do fenol, os quais comecaram a ser elucidados desde
1950, sdo agora bem estabelecidos. Nos Ultimos anos, diversos genes envolvidos
na degradacdo aerdbica de fenol em diferentes organismos tem sido clonados e
caracterizados.

Pesquisas desenvolvidas no hemisfério norte mostraram que diversos
grupos de bactérias e fungos tém habilidade para degradar os componentes do
petréleo. As bactérias, denominadas hidrocarbonoclasticas, fazem parte da
microflora presente no solo, na agua e no sedimento. Quando estes ambientes sao
contaminados, ocorre a adaptacdo de certas populagdes microbianas, que passam
a reconhecer os componentes do 6leo como fonte de carbono (MASTER & MOHN,
1998).

Os métodos biologicos usados para o tratamento de efluentes fendlicos
sdo o lodo ativado aerdbico e digestdo anaerdbica. O uso de fungos filamentosos no
pré-tratamento tem sido adotado para reduzir a toxicidade e promover a
biodegradabilidade na digestdo anaerobica. A aplicacado dos fungos em larga escala
é limitada pela dificuldade de realizagdo continua devido a formacéo de pellets e
micélios filamentosos (ASSAS et al., 2002).

Segundo GARCIA et al. (1997), os compostos fenolicos sdo conhecidos
pela dificuldade de degradacao bioldgica, e pelo efeito antimicrobiano e fitotdxico,
afetando os processos de digestdo anaerdbia. A remocao prévia destes compostos
acelera a digestado anaerdbia do efluente, resultando em decréscimo de custos.

Em processos de bioaumentacéo, a utilizacdo de fungos filamentosos
nao tem sido ainda suficientemente investigada, sendo que sua utilizagdo em solos
pode apresentar vantagens como a adaptabilidade as condig¢des fisico-quimicas e o
acesso facilitado aos xenobidticos adsorvidos pelas particulas de solo, pela
formacéo de hifas (POTIN et al., 2004).

Desde 1980 j4 é conhecido que os fungos do género Aspergillus
degradam uma larga faixa de compostos aromaticos como lignina e que € mais
rapido do que muitos outros fungos. Além disso, Aspergillus japonicus tem sido

descrito como o mais eficiente para degradar em relacdo a outras cepas como 0
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Aspergillus terreus, Aspergillus niger ou Aspergillus flavus. Aspergillus japonicus é
capaz de realizar descarboxilagGes ndo oxidativas e oxidativas, oxidacao de alcoois
aromaticos e aldeidos, reducdo de acidos aromaticos, desmetilacdo de compostos
aromaticos, hidroxilacao e clivagem do anel aromético (ZIINO et al., 1999).

A complexidade dos processos metabdlicos necesséarios a degradacao
leva a formacdo de consércios, com bactérias e/ou fungos de diferentes géneros e
espécies, cada uma especializada em degradar uma ou varias fracdes do
contaminante. Os consoércios microbianos podem ser comercializados na forma
sélida, adicionados a farelos, ou imobilizados em microcapsulas, como alginato de
sodio (KNAEBEL et al., 1997).

As taxas de degradacdo de hidrocarbonetos por microrganismos estao
limitadas por fatores como temperatura, umidade, concentragcdo do contaminante,
de oxigénio, de nitrogénio e de fosforo, aclimatagdo ou mesmo adaptacdo ao
contaminante (LI et al., 2000).

A tabela 2 mostra microrganismos citados na literatura como hébeis na
degradacado de fendis, sendo aplicaveis em processos de bioaumentacao tanto em
estacbes de tratamento de efluentes quanto diretamente no ambiente (solos,

aquiferos e sedimentos).
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Tabela 2: Alguns microrganismos usados em estudos de biodegradacéo de fenol.

Efluente

Microrganismo

Referéncia

Resina fendlica
Sintético

Lubrificantes e derivados de
petréleo

Sintético

Residuo de azeite de oliva

Sintético
Vinhaga de destilaria de
alcool
Sintético
Sintético
Sintético

Residuo de azeite de oliva

Sintético

Sintético

Residuo de azeite de oliva

Residuo de fermentacao

alcodlica

Sintético

Rhodococcus erythropolis
Candida tropicalis

Aspergillus niger

Aspergillus niger
Phanerochaete
chrysosporium, Aspergillus
niger, A. terreus, Geotrichum
candidum

Graphium, Penicillium,
Aspergillus, Fusarium

Aspergillus terreus,
Geotrichum candidum

Candida parapsilopsis
Candida tropicalis
Pseudomonas putida
Lactobacillus plantarum
Pseudomonas sp. CF600 e
HKR1
Pseudomonas mendocina
PC1, P. fluorescens PC18,
PC20 e PC24
Aspergillus terreus
Penicillium sp., Penicillium
decumbens, Penicillium

lignorum e Aspergillus niger

Candida maltosa

HIDALGO et al. (2002)
CHEN et al. (2002)

RODRIGUES et al. (2005)

FELIX et al. (2005)

GARCIA et al. (2000)

SANTOS & LINARDI (2004)

GARCIA et al. (1997)

RIGO & ALEGRE (2004)
YAN et al. (2005)
HAMED et al. (2004)
KACHOURI & HAMDI (2004)
MOHARIKAR & PUROHIT
(2003)

HEINARU et al. (2005)

HOYOS et al. (2002)

JIMENEZ et al. (2003)

FIALOVA et al. (2004)
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3.4. Fundamentos da encapsula¢do de microrganismos

A encapsulacdo de microrganismos é uma técnica que oferece algumas
vantagens nas aplicacbes da biorremediacao. A encapsulacdo, ou mais apropriado,
imobilizacdo em particulas, € um processo pelo qual células séo retidas dentro de
esferas poliméricas semi-permedveis, com as células uniformemente distribuidas
dentro delas. O processo consiste da mistura das células com uma solucdo
prepolimérica, aplicando uma forga que separa a mistura célula/polimero em
particulas, geralmente esféricas, e seguido de solidificagdo do material. Os
polimeros que sdo comumente usados incluem o alginato, goma gelana,
carragenana, agarose, poliuretano, poliacrilamida e metacrilato. Dependendo do
polimero e da técnica de formagéo usada, as particulas podem variar de tamanho,
de muito pequenas (aproximadamente 2 a 10 um de didmetro) a muito grandes
(aproximadamente 3 mm). Tipo de polimero e tamanho de particula influenciam na
atividade celular, retengdo, difusdo de nutrientes e estabilidade da particula
(KNAEBEL et al., 1997).

O uso de células encapsuladas para aplicacdo no meio ambiente tem
muitas vantagens em relacdo as formulagfes feitas com células livres, incluindo a
protecdo do estresse bidtico como a predacdo por protozodarios e bacteridfagos,
protecao do estresse abidtico como o efeito inibitério dos compostos téxicos. Além
disso, garante a sobrevivéncia e promove a atividade fisiol6gica, aumenta a
densidade celular e o crescimento celular preferencial em varias zonas aerébicas e
anaerdbicas do gel encapsulado.

A encapsulagcdo também pode aumentar a distancia do transporte de
células de degradacdo para bioaumentacdo, melhorando sua distribui¢éo,
diminuindo a compactagdo microbiana da superficie do solo pela formacdo de
polimeros extracelulares, o qual representa o maior impedimento para o sucesso da
distribuicao de células livres através de solos saturados (MOSLEMY et al., 2002).

Outras vantagens incluem a possibilidade de co-encapsulagdo de
nutrientes, bem como a garantia da sobrevivéncia dos microrganismos por longos
periodos, com retencdo de sua atividade fisioldgica.

Por outro lado, concentracdes elevadas de polimero e particulas muito

grandes podem criar limitagBes difusionais, como reducdo do oxigénio disponivel as
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células encapsuladas, o que pode reduzir em alguns aspectos a atividade celular.
No entanto, a barreira difusional pode proteger as células de altas concentracdes do

substrato téxico que esta sendo degradado (KNAEBEL et al., 1997).

3.5. Bioquimica da degradacéo

O metabolismo microbiano, que consiste, basicamente, de uma série de
reacdes enzimaticas, divide-se em trés fases principais: hidrolise, ciclo de Krebs e
cadeia respiratoria (LEITE, 1997).

Durante a primeira etapa da biodegradacao aerdbica do fenol (figura 2),
0 oxigénio molecular é usado pela enzima fenol hidroxilase para adicionar uma
segunda hidroxila ao grupamento na posicao orto. A reacao requer uma reducdo do
NADH,. O resultado é catecol (1,2-dihidroxibenzeno), molécula que pode ser
degradada por dois caminhos alternativos, dependendo do organismo. No caminho
orto-pB-cetoadipato, o anel aromatico € clivado entre as hidroxilas do catecol por uma
catecol 1,2-dioxigenase. O resultado € cis, cis-muconato, que posteriormente é
metabolizado, via B-cetoadipato, para o ciclo de Krebs. No caminho meta, a fissdo
do anel ocorre na parte adjacente para os dois grupos hidroxila do catecol. A
enzima catecol 2,3-dioxigenase transforma catecol para 2-hidroximucénico

semialdeido, que é metabolizado posteriormente no ciclo de Krebs.
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Figura 2: Visdo esquematica do caminho aerébico de degradacao do fenol.
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A enzima responsavel pela carboxilagdo do fenol para 4- hidroxibenzeno
(40HBz) tem sido nomeada como “fenol carboxilase”. Até 0 momento esta enzima
ainda nao foi purificada. A atividade da fenol carboxilase € localizada no citoplasma,
onde catalisa a para-carboxilacdo reversivel de fenol para 40HBz. Entretanto, em
estudos in vitro, somente s&o reversiveis em trocas is6topas entre **CO, e *C-
40HBz. Nenhuma carboxilagéo do fenol foi observada, indicando que o fenol néo foi
o real substrato para essa carboxilacdo. As propriedades da reacdo da troca is6topa
sugere que o anion fenolato seria o intermediério reversivel da descarboxilagdo do
40HBz, indicando que o fenolato podia ser o real substrato da carboxilagdo, o que

pode ser observado na figura 3.
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Figura 3: Representacdo esquematica da conversédo do fenol, via fenilfosfato, para

4-hidroxibenzeno. Todas as reagfes ocorrem intracelularmente.

E conhecido que reacdes de descarboxilagdo podem criar gradientes de
protons através da membrana. Estes gradientes de protons podem gerar energia
eletromagnética. Tem sido mostrado que o0s niveis de ATP intracelular, em
consorcios metanogénicos, aumentam depois da descarboxilagdo do 40HBz para
fenol. Conseqlientemente, o rendimento de células no 40HBz foi significativamente
mais alto do que com o fenol como substrato. Adicionalmente, um préton ionéforo
(carbonilcianido m-clorofenilhidrazona; CCCP) ou um inibidor H'-ATPase
(diciclohexilcarbodiamido; DCCD) ambos diminuem os niveis de ATP. Estes

resultados foram mostrados como evidéncia que a descarboxilagdo do 40HBz gera
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um gradiente de proton através da membrana, o qual permite a geracdo de energia
via H-ATPase (SCHIE & YOUNG, 2000).

Em todos esses estudos, o fenol foi metabolizado pelo caminho f-
cetoadipato, através da fisséo orto do catecol, por isso a importancia de estudar e
selecionar microrganismos para serem usados como biocatalisadores na
destoxificacdo destes compostos no ambiente (SANTOS & LINARDI, 2004).

Segundo DURAN & ESPOSITO (2000), peroxidases e/ou
polifenoloxidases podem atuar em poluentes recalcitrantes especificos por
precipitacdo ou transformacdo em outros produtos e permitindo um melhor
tratamento final dos residuos. Em seu trabalho eles citam diversos tipos de enzimas
e suas caracteristicas, como as descritas a seguir.

As peroxidases sdo hemoproteinas, produzidas principalmente por
numerosos microrganismos e plantas, as quais catalisam reagfes na presenca de
peroxido de hidrogénio. A cloroperoxidase teve a estereoquimica do seu sitio ativo e
modelo molecular recentemente publicado. Ela provém do fungo Caldariomyces
fumago, que tem sido relatado para oxidacdo de diversos compostos fendlicos,
oxidacdo do etanol para aldeido e oxidacdo de ions cloro. As lignina peroxidases
sdo bem conhecidas atualmente, especialmente as oriundas de basiomicetes como
Phanerochaete chrysosporium, sendo mostrado que elas mineralizam uma
variedade de compostos aromaticos recalcitrantes e oxidam aromaticos policiclicos
e compostos fendlicos. A manganés peroxidase foi menos estudada que a lignina
peroxidase, mas recentemente, muitos estudos foram publicados sobre esta
enzima. Ela catalisa a oxidagdo de diversos fendis monoaromaticos e corantes
aromaticos, mas depende de manganés divalente e de certos tipos de tampdes.

As fenoloxidases sdo oxidoredutases que catalisam a oxidagdo de
compostos fendlicos. Elas estdo divididas em duas subclasses, tirosinases e
lacases, e esses grupos reagem com oxigénio e ndo precisam de cofatores. A
tirosinase € conhecida como uma polifenoloxidase ou catecolase. Ela catalisa a
hidroxilagdo de monofen6is com oxigénio molecular para formar o-quinonas as
quais posteriormente fardo uma polimerizacdo ndo enzimdtica. As lacases sao
cuproproteinas oriundas de pequeno grupo de enzimas chamadas de azul oxidases.
Elas sao fenoloxidases que catalisam a oxidacdo de diversas substancias

aromaticas e inorganicas com uma redugdo concomitante do oxigénio para agua.
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Em geral, as lacases exibem quatro atomos de cobre vizinhos, os quais estdo
distribuidos entre diferentes lugares e eles séo classificados dentro de trés tipos:
cobre tipo 1, 2 e 3 os quais sao diferenciados pela suas propriedades especificas

que permitem desenvolver importantes mecanismos cataliticos da enzima.

3.6. Aplicacado de microrganismos na biorremediacao de fendis

Diversas investigacfes tém sido conduzidas usando microrganismos
capazes de crescerem em condi¢cdes aerobias, a fim de reduzir a carga organica
inicial e o conteudo fendlico. Em particular, pré-tratamentos com Aspegillus niger,
Aspergillus terreus, Geotrichum candidum, Azotobacter chroococcum e
Phanerochaete chrysosporium reduziram consideravelmente a DQO e a
concentracao total de compostos fendlicos, de efluentes liquidos de azeite de oliva,
0S quais sao responsaveis pela toxicidade desse residuo (FADIL et al., 2002).

Linhagens de fungos degradadores de hidrocarbonetos foram isolados
por OUDOT et al. (1993), em ambientes tropicais poluidos na Indonésia (solo e
sedimento). Foram utilizados dois meios, um contendo extrato de malte e outro
contendo hidrocarbonetos como fonte de carbono, incubando-se a 28 °C por 8 dias,
para avaliacdo da populacdo total de fungos, e 21 dias para a populacédo de fungos
degradadores de hidrocarbonetos. Os fungos foram identificados como sendo dos
géneros Aspergillus, Penicillium, Gliocadium, Emericella, Graphium, Acremonium,
Eupenicillium e Talaromyces. Os mais efetivos na assimilacdo de hidrocarbonetos
saturados (> 40 %) e aromaticos (> 30 %) foram Emericella nidulans, Graphium
putredinis, Eupenicillium javanicum e Aspergillus flavipes. Alguns isolados
degradaram significativamente resinas (15 a 18 %) e asfaltenos (15 a 40 %), sendo
estes indices maiores que os observados para cepas isoladas no hemisfério norte.

GARCIA et al. (1997) estudaram a biodegradacdo de compostos
fendlicos presentes na vinhaga usando Aspergillus terreus e Geotrichum candidum.
Com A. terreus foi observado remocao de fendis totais e o-difendis de 66 e 94 %,
respectivamente. No caso de G. candidum, os resultados obtidos foram 70 e 91 %.

GARCIA et al. (2000) estudaram a remocdo de compostos fendlicos em
efluente de producdo de azeite de oliva utilizando diferentes fungos. A remocéo de

fendis totais, relativo & matéria organica total consumida, indicou a seletividade com
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que os microrganismos removeram fenol entre 0s compostos organicos presentes,
tendo o fungo Phanerochaete chrysosporium apresentado melhor seletividade,
seguido de Aspergillus niger e Aspergillus terreus.

Um estudo cinético foi conduzido por HOYOS et al. (2002), para o
tratamento aerobico de residuo resultante da obtencéo de azeite de oliva, utilizando
Aspergillus terreus. Foi utilizado um biorreator com 5 litros de capacidade operando
com agitacéo de 200 rpm e temperatura de 30 °C. Foi observada degradac&o pelo
acompanhamento da Demanda Quimica de Oxigénio e Demanda Bioquimica de
Oxigénio. Um incremento na vazdo de ar produziu maior porcentagem de
degradacdo em menor tempo com uma reducéo de 65 % da DQO e 85 % da DBO.

ASSAS et al. (2002) avaliaram a descoloracdo de compostos fendlicos
contidos em residuos frescos da industria de azeite de oliva, os quais foram
estocados no escuro, pelo fungo Geotrichum candidum em um biorreator aerado.
Durante a estocagem do residuo, autooxidagdo e subseqiente polimerizagdo dos
compostos fendlicos e taninos deram origem a uma coloragédo escura, ndo sendo
prontamente biodegradavel. G. candidum cresceu no residuo fresco diminuindo o
pH e reduzindo a DQO em 50 % nos trés primeiros dias e subseqientemente
remocao de 15 %. Em contraste, 75 % da cor foi removida durante os trés ultimos
dias da cultura devido o fungo ter hidrolisado os compostos fendlicos com alto peso
molecular e removido muitos compostos fendlicos simples. G. candidum que
cresceu no escuro foi rapidamente inibido resultando em pequena reducao da DQO
(25 %), ndo havendo descoloracdo devido a polimerizagdo do fenol ser amplificada
pelo aumento do pH e oxigénio. Logo, a adicdo de oxigénio capacitou o crescimento
do fungo e a biodegradacdo dos compostos fendlicos, a fim de evitar a
polimerizagédo dos compostos fendlicos e dos taninos.

FADIL et al. (2002) analisaram o crescimento e biodegradacdo de
polifendis em residuo de industria de azeite de oliva, por trés microrganismos
nomeados Geotrichum sp., Aspergillus sp. e Candida tropicalis. Estes
microrganismos foram selecionados devido a sua tolerancia para os polifendis. O
processo de biodegradacéo foi investigado pela conducdo de experimentos onde a
concentracao inicial de DQO foi variada. As remog¢fes de DQO foram de 55 %,
52,5 % e 62,8 % respectivamente. A remocao maxima de polifendis foi de 46,6 %
(Geotrichum sp.), 44,3 % (Aspergillus sp.) e 51,7 % (C. tropicalis).
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SANTOS & LINARDI (2004) isolaram trinta cepas de um efluente de uma
siderurgica e testaram quanto a tolerancia para o fenol. Quinze cepas dos géneros
Fusarium sp., Penicillium sp. e Graphium sp. toleraram acima de 10 mM de fenol,
verificando-se sua habilidade para degradar fenol. A degradacéo foi em funcéo da
cepa, tempo de incubacdo e concentracao inicial de fenol. Trés cepas de Graphium
sp. e uma de Fusarium sp., apresentaram maior porcentagem de degradacdo de
fenol, com 75 % de degradacdo de 10 mM de fenol em 168 h. Todas as cepas
apresentaram atividade de catecol 1,2-dioxigenase e fenolhidroxilase em extratos
livres de células obtidos das células crescendo em fenol.

Um sistema organico aquoso de duas fases usado para degradar
benzeno, tolueno e fenol, individualmente e misturados, por Pseudomonas putida
(F1), foi estudado por HAMED et al. (2004). No primeiro estagio do trabalho, o efeito
da concentracéo da fase 0 a 1 (v/v) e a velocidade de agitacdo (150 e 200 rpm) no
processo de biodegradacdo foi investigado em um shaker orbital usando 2-
undecano como solvente e a concentracdo da fase e agitagdo mais suscetivel foi
encontrada como 0,0625 (v/v) e 200 rpm, respectivamente. P. putida (F;) foi
adicionada dentro da fase aquosa no sistema de duas fases, que consistia de 40 mL
de fase aquosa e 2,5 mL de 2-undecano. Os experimentos foram conduzidos a pH 7
e 30 °C. Benzeno, tolueno e fenol foram completamente consumidos,
individualmente, abaixo de concentracdes de 4400 mg.L™ de benzeno, 4200 mg.L™
de tolueno e 600 mg.L™ de fenol de acordo com o volume da fase aquosa. A
presenca da segunda fase (fase organica) ndo somente preveniu a inibicdo do efeito
de substratos, mas também diminuiu o tempo de biodegradacdo. As velocidades
maximas de biodegradacdo do benzeno, tolueno e fenol foram 183, 197 e
18 mg.L™t.h, respectivamente. Nos experimentos usando misturas, a presenca de
fenol ndo mudou os tempos de biodegradacdo do benzeno e do tolueno e a
presencga de benzeno e tolueno diminuiram os tempos de biodegradacao do fenol.

BURKERT et al. (2004) isolaram fungos filamentosos a partir de solo
contaminado na cidade do Rio Grande, planicie costeira sul do Estado do Rio
Grande do Sul. Foram identificados e caracterizados quanto & capacidade de
crescimento em diferentes hidrocarbonetos, apresentando potencial degradativo
para hidrocarbonetos alifaticos, aromaticos e clorados, tornando possivel a
formulacdo de consoércios microbianos com alta capacidade degradativa e amplo
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espectro de degradacédo. No caso especifico do fenol, foi observado tolerancia até
500 mg.L™ de fenol pelas linhagens de Aspergillus sp. LEBM1 e LBM2, tendo esta
ultima apresentado maior velocidade de crescimento microbiano na presenca de
fenol como Unica fonte de carbono (SANTOS et al., 2004).

RIGO & ALEGRE (2004), entre 22 espécies de microrganismos isolados
de efluente fendlico, Candida parapsilopis foi capaz de crescer em meio contendo
1000 mg.L™" de fenol. Também foram determinados os parametros cinéticos, com
Umax = 0,174h™, Ks= 11,2 mg.L" e K;= 298 mg.L™.

YAN et al. (2005) isolaram Candida tropicalis a partir de lodo ativado
aclimatado, demonstrando alta capacidade degradativa (até 2000 mg.L™).
Observaram também que maior volume de in6culo diminuiu a toxidade do fenol e

incrementou a velocidade de degradacéo.
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CAPITULO III
DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO
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4. DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO

Para melhor compreensdo do trabalho, o mesmo foi dividido em 2
artigos, sendo estes:

Artigo 1: Estudo da capacidade degradativa de uma nova linhagem de
Aspergillus sp. para remocao de fenol.

Artigo 2: Biodegradacao de fenol por Aspergillus sp. livre e encapsulado:

um estudo comparativo.
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ESTUDO DA CAPACIDADE DEGRADATIVA DE UMA NOVA LINHAGEM DE
Aspergillus sp. PARA REMOCAO DE FENOL

PASSOS, C.T.}, NOGUEIRA, K.A.%, )
BURKERT, J. F.M.}, KALIL, S.J.2, BURKERT, C.A.V.!

1-Fundagao Universidade Federal do Rio Grande — Departamento de Qmmlca
Laboratério de Engenharia de Bioprocessos® — Laboratério de Mlcroblologla
Rua Alfredo Huch, 475, 96201-900 — Rio Grande — RS — Brasil

RESUMO

Os compostos fendlicos tém alta atividade antimicrobiana e inibidora do crescimento celular. Embora
sendo biodegradavel tanto aerdbica como anaerobiamente, sdo toxicos para a maioria dos
microrganismos, mesmo em concentrages relativamente baixas de 10 mg. LY A biorremediacéo
desses compostos por microrganismos biodegradadores permite a restaura(;ao dos ambientes
contaminados. Logo, o objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade degradativa de fenol do fungo
Aspergillus sp. LEBM2, estudando-se o tipo de indculo, os parametros de cultivo em batelada
(concentragdo de glicose, volume de inéculo e agitagdo) e a tolerancia ao fenol. Foi observada
diferenca significativa entre os tipos de indculos utilizados, sendo que o0 processo mais eficiente foi
usando o melo de adaptagdo contendo glicose e fenol, com velocidade média de consumo de fenol de
0,67 mg.L. .t Para o planejamento experimental 23 foi observado, na condicdo 500 mg. L* de
glicose, volume de indculo de 20% e agitagdo de 200 rpm degrada(;ao total do fenol em 72 h,
apresentando uma velocidade de degradacéo de 3,76 mg. L™.h™. Com relagcdo a tolerancia do fungo
estudado constatou-se que este consegue consumir o fenol até uma concentragéo de 989 + 15 mg. LY
tendo sido observado diferengas significativas entre as concentragfes testadas em termos de
velocidade de degradagdo. A maior veIomdade média de degradacao encontrada foi de 5,18 mg. L* h

para a concentracdo de 320 + 0,57 mg.L , hdo havendo diferengas significativas até 581 + 57 mg.L ,
mostrando que o fungo estudado apresenta grande potencial para ser utilizado em processos de
bioaumentacéo.

PALAVRAS-CHAVE: bioaumentacao, biodegradacao, fungos filamentosos, fenol

ABSTRACT

Phenolic compounds have high antimicrobial activity and cellular growth inhibitory ef'fect They are
biodegradable aerobically and anaerobially, but in relative low concentration of 10 mg. L™ are toxic for a
great number of microorganisms. Bioremediation with microorganisms able to degradate them permits
the complete restauration of polluted environments. The main goal of this work was to study the phenol
degradation capacity of Aspergillus sp. LEBM2 filamentous fungus. Type of innoculum, batch cultivation
parameters (glucose concentration, innoculum volume and agitation) and phenol tolerance were
studied. It was observed a significative difference with respect to type of innoculum. More efficient
performance was obtained usmg an adaptation medium containing glucose and phenol, reaching a
degradation rate of 0.67 m Lth?t with a 23 experimental design, it was observed, using glucose
concentration of 500 mg.L |nnoculum volume of 20 % and agltatlon of 200 rpm, total phenol
degradation in 72 h, presentlng a degradation rate of 3.76 mg L™h™ In relation to phenol tolerance,
Aspergillus sp. LEBM2 was able to consume 989 + 15 mg.L . The hlghest phenol degradation rate was
5.18 mg.L'l.h'1 in the concentration of 320 + 0.57 mg.L'l. It is not observed significative differences until
581 + 57 mg.L'l. Aspergillus sp. LEBM2 shows great potential to be used in bioaugmentation process.

KEY WORDS: bioaugmentation, biodegradation, filamentous fungi, phenol
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1. INTRODUGAO

A producédo e utilizacdo em larga escala de produtos organicos tem
levado a sérios problemas ambientais nas Ultimas décadas, sendo que muitos
destes compostos podem persistir no ambiente por longos periodos.

O fenol atua como agente membrano-ativo que aumenta a
permeabilidade da membrana celular causando perda de material citoplasmatico
(RIGO & ALEGRE, 2004). Esse contaminante ocorre naturalmente em residuos de
plantas, e por conseqiiéncia no solo, entretanto ha também fontes xenobidticas de
fenol, incluindo a indlstria petroquimica, farmacéutica, quimica e de alimentos
(FIALOVA et al., 2004; ELMALEH et al., 1999; THASSITOU & ARVANITOYANNIS,
2001).

Embora sendo biodegradavel tanto aerébica como anaerobiamente, o
fenol é toxico para a maioria dos microrganismos, mesmo em concentragcbes
relativamente baixas de 10 mg.L™, ocasionando problemas em estacdes de
tratamento de efluentes (SANCINETTI et al., 2003). Concentracdes de 5 a 25 mg.L™
de fenol comprometem a sobrevivéncia dos peixes e outros animais aquaticos de

importancia comercial (YAN et al., 2005).

Em muitos paises, agéncias de prote¢cdo ambiental citam o fenol como
um dos principais poluentes do ambiente. Para ganhar respaldo cientifico para a
degradacdo do fenol de forma natural, microrganismos degradadores tém sido
isolados em laboratério e estdo sendo usados para investigar a capacidade

degradativa para serem utilizados no ambiente (WATANABE, 2002).

De acordo com COLOMBO et al. (1996), numerosos microrganismos sao
conhecidos por sua habilidade de degradar hidrocarbonetos, mas a maioria dos
trabalhos focam a biodegradacéo destes por bactérias, sendo que poucos trabalhos
tratam da degradacéao utilizando fungos. Estes, em geral, incluindo Aspergillus entre
outros, utilizam uma grande faixa de compostos aromaticos simples e tem altas
atividades de producdo de enzimas catabdlicas. Além disso, algumas espécies sdo
consideradas habeis para degradar compostos fendlicos. Logo, esses

microrganismos estdo sendo extensamente utlizados, em estudos de
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bioaumentacéo, pelo poder de consumir uma grande parte da carga orgénica total,
bem como demonstrando seletividade, pela qual o microrganismo tem a capacidade
de remover, entre outros compostos, o poluente alvo presente no residuo (GARCIA
et al., 1997; GARCIA et al., 2000; ASSAS et al., 2002; FADIL et al., 2002; HOYOS et
al., 2002; SANTOS & LINARDI, 2004).

A bioaumentacao tem sido praticada intencionalmente ja& ha muitos anos
principalmente na agricultura e para o tratamento de efluentes. A capacidade de
adaptacdo dos microrganismos nativos ndo é normalmente focada na maioria dos
trabalhos, mas investigacdes estdo comecgando a serem feitas devido a capacidade
excepcional dos microrganismos pré-adaptados para degradarem mais rapidamente
0 composto alvo (VOGEL, 1996; CAPREZ et al., 2002).

A bioaumentagdo por microrganismos biodegradadores selecionados
constitui a chave do sucesso para a restauracdo dos ambientes contaminados. A
biodisponibilidade dos poluentes e atividade catabolica dos microrganismos
introduzidos séo fatores importantes para o desenvolvimento das tecnologias de
biorremediacéo. Além disso, antes de aplicar a bioaumentacdo € necessario realizar
experimentos laboratoriais com culturas puras para descobrir mais sobre a forma de

acéo e tolerancia dos microrganismos (HEINARU et al., 2005).

Para a avaliagdo da toxicidade e biodegradabilidade, os ensaios em
batelada sdo Uteis para classificar variaveis importantes, verificando seus efeitos no
desempenho dos microrganismos no processo degradativo (OWEN et al., 1979,
citado por SANCINETTI et al., 2003).

Em estudo anterior ao presente trabalho, foram isolados diversos
microrganismos a partir de solo contaminado na cidade do Rio Grande, extremo sul
do Brasil, os quais foram identificados e caracterizados quanto a capacidade de
crescimento em diferentes hidrocarbonetos, apresentando potencial degradativo
para hidrocarbonetos alifaticos, aromaticos e clorados (BURKERT et al., 2004). No
caso especifico do fenol, foi observada tolerancia de até 500 mg.L™ pelas linhagens
de Aspergillus sp. LEBM1 e LEBM2, tendo este Ultimo apresentado maior
velocidade de crescimento microbiano na presenca de fenol como Unica fonte de
carbono (SANTOS et al., 2004).
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O objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade degradativa do fungo
Aspergillus sp. LEBM2, apresentando-se o estudo do tipo de in6culo, da influéncia

de parametros de cultivo em batelada e da tolerancia do fungo filamentoso ao fenol.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Microrganismo

O microrganismo utilizado no trabalho foi o fungo filamentoso Aspergillus
sp. LEBM2, isolado pelo Laboratério de Microbiologia — FURG, de um solo
contaminado por hidrocarbonetos derivados de petréleo, na regido da cidade do Rio
Grande/RS, Brasil, sendo mantido a 4 °C, em agar batata dextrose, até o0 momento
da sua utilizacdo (BURKERT et al., 2004).

2.2. Preparo da agua residuaria sintética

A composicdo base da agua residuaria sintética utilizada nos
experimentos foi (mg.L'l): 400 KH;POg4; 200 MgSO,4. 7H,0; 100 NacCl; 25 CacCl,.
2H,0; 3 MnSO,. H,0; 500 NH4NO3. H,O (CUNHA et al., 2001).

Para todos os experimentos, a agua residuaria sintética foi esterilizada a
120 °C por 15 min. A esta solucéo foram adicionadas as fontes de carbono, nas

concentracdes em estudo.

2.3. Efeito do tipo de in6culo na degradacéo de fenol

O indculo foi preparado de acordo com BURKERT (2003), adicionando-
se trés circunferéncias de 1 cm de diametro do fungo crescido em placas de Petri
com agar batata, previamente incubados por 5 dias a 25 °C, para cada frasco
erlenmeyer contendo 150 mL de agua residuaria sintética acrescida da fonte de
carbono em estudo.

Para o estudo variou-se a fonte de carbono, sendo que para um

experimento foi adicionado somente fenol (250 mg.L™), no segundo experimento
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glicose (250 mg.L™) e fenol (250 mg.L™) e no terceiro somente glicose (250 mg.L™).
Os frascos foram incubados a 25 °C durante 7 dias.

Foram realizados experimentos de degradacdo em triplicata, de forma
estética (sem agitacao), variando-se o tipo de inéculo. Como biorreatores foram
utilizados frascos erlenmeyers de 500 mL de capacidade com 150 mL de agua
residudria sintética acrescida de 250 mg.L™ de fenol, sendo incubados com o
respectivo indculo, correspondente a 10 % do volume total. Paralelamente foi
realizado um ensaio controle, sem a inoculacdo do microrganismo, para avaliar as
perdas abidticas. A temperatura de todos os ensaios foi controlada em estufa a
25 °C.

Os resultados foram analisados pela velocidade de degradacgé&o de fenol
(v), utilizando a equacgéo 1.

Ci-Cf

VE— (1)

Onde: Ci = concentracéo inicial de fenol (mg.L™)

Cf = concentracao final de fenol (mg.L™)

tf = tempo em que ocorreu a degradacéo (horas)

2.4. Estudo da influéncia dos parametros de cultivo na degradacéo do fenol

Foi utilizado o mesmo tipo de biorreator citado no item 2.3. A temperatura
de todos experimentos foi controlada a 25 °C, sendo que 0s experimentos estaticos
foram conduzidos em estufa com circulagc&o de ar e os experimentos realizados sob
agitacéo foram conduzidos em incubadora rotatéria.

O indculo foi preparado conforme resultado obtido no estudo do tipo de
indculo.

Foi realizado um planejamento fatorial completo envolvendo 3 variaveis
(28 ensaios mais trés pontos centrais), visando aumentar a eficiéncia de degradagéo
do fenol pelo fungo Aspergillus sp. LEBM2. Nos experimentos, acompanhou-se a
concentracdo de fenol e de glicose, e a resposta analisada foi a velocidade de

degradacao de fenol (equagéao 1).
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Na tabela 1 estdo apresentadas os niveis codificados e valores reais
utilizados no planejamento experimental.
Tabela 1: Niveis codificados e valores reais utilizados no planejamento

experimental.

Variavel -1 0 +1
Concentracdo de glicose (mg.L'Yy 0 250 500
Volume de in6culo (%) 10 15 20
Agitacdo (rpm) 0 100 200

2.5. Acompanhamento do processo degradativo

Utilizando a melhor condicdo estabelecida pelo planejamento
experimental, o processo degradativo promovido por Aspergillus sp. LEBM2 foi
acompanhada pelas medidas de pH, biomassa, DQO, concentracdo de fenol e

concentracao de glicose.

2.6. Avaliacao da toleréancia ao fenol

A partir da melhor condicdo estabelecida pelo planejamento
experimental, foram realizados testes de degradacdo em concentracfes crescentes
de fenol, em triplicata. Foram construidas curvas cinéticas de degradacao, avaliando
as velocidades de degradacéo, utilizando a Equacéo 1, visando determinar o efeito

da concentragdo de fenol e a tolerancia do fungo filamentoso ao mesmo.

2.7. Determinacéo do fenol total

Para a determinagdo do conteudo total de fenol o método adotado foi o
que utiliza o reagente Folin-Ciocalteau, envolvendo a adicdo sucessiva de 1 mL de
carbonato de sodio (20 g.L™") e 0,5 mL do reagente Folin-Ciocalteau (1:1), para 10
mL da amostra filtrada. Depois de 30 min, leu-se a absorbancia a 25 °C, 750 nm
contra agua destilada e reagente branco. Utilizou-se curva padrao de fenol na faixa
de concentracdo de 0,25 a 10 mg.L™ de fenol (GARCIA et al., 2000).
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2.8. Determinacdo de glicose

A glicose foi quantificada pelo método do reagente &cido 3,5-
dinitrossalicilico (DNS). Leu-se a absorbéncia a 25°C a 540 nm contra agua
destilada e reagente branco. Utilizou-se curva padrdo de glicose na faixa de
concentracdo de 100 a 1000 mg.L™* (MILLER, 1959).

2.9. Determinacéo da biomassa

O acompanhamento do crescimento da biomassa microbiana foi medido
pela massa seca, separando-a por filtragdo com papel filtro Whatman n°1, fazendo-
se secagem a 105 °C, até peso constante (BURKERT et al., 2003).

2.10. Demanda Quimica de Oxigénio (DQO)

A matéria orgéanica foi oxidada em presenca de dicromato de potassio
em meio fortemente acido. O dicromato néo reduzido foi titulado com sulfato ferroso
amoniacal na presencga de indicador ferroina, permitindo calcular a quantidade de
dicromato consumido pela matéria organica (APHA, 1998).

2.11. pH

O pH foi acompanhado utilizando-se um medidor de pH.
3. RESULTADOS
3.1. Estudo do efeito do tipo de inéculo na degradacgéo do fenol

A figura 1 mostra as concentracdes de fenol ao longo do tempo e os
desvios obtidos para os ensaios de degradagdo de fenol utilizando diferentes

indculos. Pode-se observar que a degradacdo foi mais rapida para o inéculo

preparado com mistura de glicose e fenol, com término em 392 h. Convém ressaltar



40

que em todos os casos a degradacdo foi considerada total. Ndo houve perdas

abidticas significativas.
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Figura 1: Ensaios de degradacao de fenol utilizando diferentes tipos de in6culo de

Aspergillus sp. LEBM2.

A figura 2 apresenta as médias de velocidade de degradacédo de fenol
obtidas com o uso de diferentes indculos. Realizando-se uma analise estatistica de
diferenca de médias através do teste de Tukey, observou-se que a velocidade
média obtida usando-se o indculo preparado com glicose e fenol foi estatisticamente
superior (média de 0,67 mg.L™*.h™) e diferente dos demais in6culos. Foi observado
que ndo houve diferencas significativas entre as médias de velocidades obtidas com

0s in6culos preparados somente com glicose ou fenol.
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Figura 2: Velocidades médias de degradacédo de fenol para os diferentes indculos
testados e + desvio padrao. Letras iguais indicam que nao ha diferenca significativa;

letras distintas indicam diferenca significativa entre as velocidades, a 95% de
confianca.

A partir desse estudo pode-se constatar que a etapa de adaptacdo do
microrganismo ao agente toxico, durante o preparo do inéculo, € muito importante,
pois quando se utilizou o indculo preparado com glicose e fenol houve incremento
significativo na velocidade de degradacéo de fenol (cerca de 1,26 vezes). Conforme
CHEN et al. (2002), a adaptacdo ou aclimatagdo aumenta a velocidade de
degradacao e tolerancia ao fenol, tornando o processo biolégico mais eficiente.

Pode-se observar também, pela figura 1, que nos ensaios com inéculo
contendo somente glicose ou fenol, nas primeiras 240 h tem-se um patamar com
pouca variacdo na concentracdo de fenol. Provavelmente o microrganismo que
cresceu somente em glicose estava mais sensivel ao efeito téxico do substrato,
ampliando a fase lag na etapa de degradacédo, acarretando a menor velocidade de
degradacdo. Quando o indculo foi preparado somente com fenol, talvez esse meio
nao tenha dado suporte suficiente para o crescimento do microrganismo de forma
gue prontamente degradasse o contaminante ap0s a inoculacdo, tendo sido
observado, visualmente, menor formag¢do de massa micelial neste in6culo. Logo, a
presenca de uma fonte priméaria de carbono em conjunto com contaminante toxico

no preparo do inodculo, com simultaneo favorecimento do crescimento e adaptagéo a
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toxidade, representou um fator muito importante para o processo de degradacéo,

pois foi o diferencial que proporcionou ao fungo maior velocidade de degradagéo.

3.2. Influéncia dos parametros de cultivo na degradacédo do fenol

As curvas obtidas para o consumo de fenol e glicose para os 11 ensaios
do planejamento experimental proposto (tabela 2) sdo mostradas nas figuras 3 (a) e
3 (b). A partir destes resultados foi possivel calcular, de acordo com a equacéo 1, as
respectivas velocidades de degradacédo de fenol. Estes valores sdo mostrados na

tabela 2.

Tabela 2: Resultados da velocidade de degradagdo para o0s ensaios do

planejamento experimental.

Ensaio Concentracdo de Volume de Agitacdo  Velocidade de degradacao

glicose inéculo (rpm) de fenol (mg.L™".h™)
(mg.L™) (%)

1 -1 (0) -1 (10) -1 (0) 0,79

2 +1 (500) -1 (10) -1 (0) 0,58

3 -1 (0) +1 (20) -1 (0) 0,95

4 +1 (500) +1 (20) -1 (0) 0,65

5 -1 (0) -1 (10) +1 (200) 2,20

6 +1 (500) -1 (10) +1 (200) 3,75

7 -1 (0) +1 (20) +1 (200) 2,29

8 +1 (500) +1 (20) +1 (200) 3,76

9 0 (250) 0 (15 0 (100) 1,66

10 0 (250) 0 (15) 0 (100) 1,63

11 0 (250) 0 (15) 0 (100) 1,72

Analisando a tabela 2, pode-se observar que a velocidade de
degradacéo de fenol variou de 0,58 a 3,76 mg.L*.h™, notando-se que 0os menores
valores relatados foram quando o experimento foi realizado de forma estatica (sem
agitacao). Por outro lado, observou-se que a velocidade de degradacdo aumenta
consideravelmente quando se agita o frasco proporcionando assim maior aeracao

do meio.
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Figura 3: Ensaios degradacdo de fenol propostos no planejamento experimental (a)
Concentracdo de fenol ao longo do tempo. (b) Concentragdo de glicose ao longo do

tempo. Nos ensaios 1, 3, 5 e 7 ndo foi utilizada a glicose (nivel —1).
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A partir desses resultados foram determinados os efeitos das variaveis
sobre a velocidade de degradacao de fenol, conforme apresentado na figura 4, onde
se pode observar que as variaveis concentracdo de glicose e agitacdo influenciaram

positivamente na degradacdo do fenol, bem como a interagcédo entre estas variaveis.

25

2,0

15

1,0

0,5

0,0

-0,5

Glic* Agit* Glic x Agit*
Vinéc. Glic x V indc. Vindc. x Agit

Velocidade degradacéo de fenol (mg.L '1.h'1)

Variaveis

* Fatores estatisticamente significativos a 95% de confianca (p < 0,05)

Figura 4: Efeito das variaveis sobre a velocidade de degradacéo de fenol.

Para verificagdo da validade do modelo linear da velocidade de
degradacao do fenol em fungéo das variaveis significativas codificadas (Equacéo 2),
foi realizada uma analise de variancia (ANOVA), conforme tabela 3, de acordo com
RODRIGUES & IEMMA (2005), onde observa-se a validade do modelo pelo teste F,
gue foi 109,65 vezes maior que o tabelado, obtendo-se também bom coeficiente de

correlagdo. Portanto, foi gerada a superficie de resposta apresentada na figura 5.

v =1,82 + 0,29glic + 1,14agit + 0,46glic x agit (2)
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Tabela 3: Analise de variancia para a velocidade de degradagdo de fenol ao longo

do tempo.

Fonte de Grausde  Soma Média  Teste
variagdo liberdade quadratica quadratica F
Regresséo 3 12,879 4,293 477
Residuo 7 0,064 0,009

Falta de 5 0,060 0,012

ajuste

Erro puro 2 0,004

total 10 12,944

Coeficiente de correlacdo: 0,995
Fogs.3.7=4,35

Foram calculados, conforme apresentado na tabela 4, os desvios

relativos entre as respostas experimentais e preditas pelo modelo, mostrando que a

Equacédo 2 realmente € valida, jA& que os desvios ficaram abaixo de 20 %, valor

considerado satisfatorio para experimentos com fungos filamentosos. Os ensaios 6

e 8 do planejamento experimental, correspondentes a regido de interesse, onde

foram obtidas as melhores respostas em termo da velocidade de degradacéo,

apresentaram desvio relativo de 1,07 e 1,33% respectivamente, considerados muito

satisfatorios.

Tabela 4: Desvios relativos entre os dados experimentais e preditos pelo modelo.

Ensaio Concentracdo Volume Agitacdo Velocidade Velocidade Desvio
de glicose de (rpm) predita Relativo
(mg.L™) inéculo degradagdo (mg.L™*.h™) (%)

(%) experimental

(mg.L™.h™
1 -1 (0) -1 (10) -1 (0) 0,79 0,85 -7,60
2 +1 (500) -1 (10) -1 (0) 0,58 0,51 12,07
3 -1 (0) +1 (20) -1 (0) 0,95 0,85 10,53
4 +1 (500) +1 (20) -1 (0) 0,65 0,51 21,54
5 -1 (0) -1 (10) +1 (200) 2,20 2,21 -0,46
6 +1 (500) -1 (10) +1 (200) 3,75 3,71 1,07
7 -1 (0) +1 (20) +1 (200) 2,29 2,21 3,49
8 +1 (500) +1 (20) +1 (200) 3,76 3,71 1,33
9 0 (250) 0 (15) 0 (100) 1,66 1,82 -9,64
10 0 (250) 0 (15) 0 (100) 1,63 1,82 -11,66
11 0 (250) 0 (15) O (100) 1,72 1,82 -5,81
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Figura 5: Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) para velocidade
degradacdo de fenol em relagdo a concentracdo de glicose e velocidade de
agitacao.

De acordo com a superficie de resposta (figura 5 — a), e analise dos
efeitos (figura 4), comprova-se que ao mudar a concentracao de glicose de —1 (0
mg.L™) para +1 (500 mg.L™?) e a agitacéo de 0 (-1) para 200 rpm (+1), ocorreu um
aumento substancial na velocidade de degradacéo do fenol.

Também se observa na figura 5 - b, que para valores de agitacdo abaixo

de 100 rpm, o aumento da concentracdo de glicose tem menor influéncia na
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velocidade de degradacdo, sendo a agitacdo um parametro fundamental para o
desempenho do microrganismo no processo degradativo.

Com base nestas observacdes pbde-se constatar que as melhores
condicbes a serem utilizadas que diminuem o tempo de degradacdo de fenol séo
500 mg.L™* de glicose e 200 rpm de agitacdo, independente do volume de indculo,
conseguindo um aumento de 6,28 vezes na velocidade de degradacdo quando
comparado ao ensaio menos eficiente. Sugere-se que seja utilizado o maior volume
de indculo testado, para garantir a eficiéncia do processo para maiores
concentracdes de fenol, j& que se trata de uma substancia toxica.

Tendo-se em vista as analises de acompanhamento do consumo de
glicose e fenol, verificou-se que o fungo consumiu preferencialmente o primeiro
componente, provavelmente por se tratar de uma fonte primaria de carbono. Apés o
consumo da glicose, o fenol continua sendo consumido, confirmando que o
Aspergillus sp. LEBM2 também utiliza fenol em seu metabolismo como Unica fonte
de carbono. No entanto, o incremento da velocidade de degradacdo de fenol, ao
utilizar-se maior concentracdo de glicose no meio explica-se devido a glicose ser um
composto preferencialmente assimilado pelos fungos (GRIFFIN, 1994, citado por
FELIX et al., 2005), e sua presenc¢a no substrato ndo implica que outros compostos
nao possam ser utilizados, o que indica a presenca de um cometabolismo. Devido a
habilidade catalitica n&o especifica de algumas enzimas e cofatores, a
transformacdo de muitos contaminantes organicos podem ocorrer sem nenhum
beneficio para a producdo de energia ou requerimentos de nutrientes pelo
microrganismo. As reacdes cometabdlicas podem ser oxidativas ou redutivas
dependendo do biocatalisador e do contaminante especifico de interesse (WARD et
al., 2002). Esta habilidade de degradar fenol, mesmo na presenca de glicose,
implica na capacidade que o fungo tem de remover fenol em efluentes, solos e
aquiferos que contenham outras fontes de carbono mais facilmente assimilaveis.

O efeito positivo da agitacao é explicado devido a proporcionar aumento
da aeracéo no biorreator, favorecendo o crescimento do fungo, constituindo um fator
muito importante para 0 sucesso da bioaumentagdo devido ao metabolismo

aerébico do fungo estudado.
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3.3. Acompanhamento do processo de degradacao

Os resultados do acompanhamento do processo degradativo de fenol
pelo fungo Aspergillus sp. LEBM2, nas condicdes estabelecidas pelo planejamento

experimental (correspondente ao ensaio 8), sdo apresentadas na figura 6.
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Figura 6: Acompanhamento do processo de degradacdo de fenol em &agua

residuaria sintética.

Observou-se no ensaio de degradacéo, realizado a uma concentragdo
mais alta de fenol (350 mg.L™), que o microrganismo decompds 0 composto toxico
em 72h, aumentando a velocidade de degradagéo de 3,76 mg.L™".h"', anteriormente
encontrado, para 4,86 mg.L".h". O provavel motivo para que a velocidade de
degradagéo tenha sido maior € a temperatura, que para esse experimento ficou em
torno de 30°C, devido as condi¢cbes experimentais do laboratério, podendo constituir
uma variavel importante do processo. A glicose, assim como nos ensaios

anteriormente citados, continuou a ser consumida preferencialmente.
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Outro resultado bastante importante foi a reducdo da DQO. Foi
observada uma reducdo de 92 % do requerimento quimico de oxigénio, o que
significa que o método utilizado é eficiente também para promover uma reducao da
DQO, ja que altos niveis de matéria organica no ambiente podem causar uma
desestabilidade no contetdo de oxigénio disponivel, principalmente em mananciais
e aquiferos, mostrando que esse fungo apresenta potencial para ser utilizado em
processos de bioaumentacdo para remogéo de matéria orgéanica.

GARCIA et al. (2000) obtiveram, para efluente da industrializacdo de
azeite de oliva, cerca de 78 % de remocdo de DQO com Phanerochaete
chrysosporium em 144 h, 72 % com Aspergillus niger em 115 h e cerca de 63 %
com Aspergillus terreus em 112 h.

Quanto ao crescimento celular, o microrganismo ainda apresentou um
aumento na biomassa de 5,2 vezes em relagdo a biomassa inicial, verificando-se
crescimento mesmo apoOs esgotamento da glicose, o que indica que o fungo
também utiliza o fenol como fonte de carbono para o crescimento celular.

De modo geral existe pouca informagéo a respeito do efeito do pH sobre
0 crescimento dos fungos, porém esses microrganismos freqientemente alteram o
pH do meio no qual se encontram, em virtude do seu metabolismo, através da
retirada de anions e cétions e producdo de acidos organicos e amobnia. Nesse
ensaio, foi verificada uma diminuigdo do pH inicial, de 7,0 para 5,0, ficando préximo
ao pH 4, o que nédo ofereceu problemas ao metabolismo do fungo ja que o pH 4 é
considerado 6timo a maioria dos fungos do género Aspergillus (RODRIGUES et al.,
2005).

3.4. Avaliacao da toleréncia ao fenol

A figura 7 (a) apresenta os resultados obtidos para a degradacéo de
fenol, utilizando diferentes concentracbes do mesmo. Pode-se observar que a
degradacédo ocorreu em tempos diferentes, conforme estéd apresentado na tabela 5,
havendo aumento no tempo de degradacdo conforme incremento na concentracdo
de fenol. Pode-se ressaltar que a degradacao foi total até a concentracdo de 989 +

15 mg.L™ de fenol.
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Assim como ocorreu no estudo dos paréametros de cultivo, a glicose
continuou a ser consumida preferencialmente e mais rapidamente que o fenol, para
todas as concentracdes, comprovando mais uma vez que o fungo consumiu a fonte
priméaria de carbono preferencialmente, mas simultaneamente ao fenol, para apés
consumir todo o conteudo fendlico, até uma dada concentracao [figura 7 (b)].

Observa-se também, pela figura 7 (b), que aumentando-se a
concentracdo de fenol, a glicose foi consumida mais lentamente, demonstrando

claramente o efeito inibidor do fenol sobre o metabolismo do fungo filamentoso.

Tabela 5: Dados referentes ao tempo de degradagdo e a velocidade média de

degradacéo para diferentes concentracdes de fenol.

Concentracao inicial de Tempo de Velocidade média de
fenol (mg.L™) degradacao (h) degradacdo (mg.L™.h™)
320 + 0,57 72 5,18
581 + 57 120 4,84
663 + 20 192 3,45
743 + 22 288 3,17
989 + 15 600 1,66

1166 + 11 - -
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Através de uma analise estatistica, utilizando o teste t (LSD), como pode
ser observado na figura 8, foi verificado que as velocidades de degradacdo de
320 £ 0,57 e 581 + 57 mg.L'1 de fenol sdo estatisticamente iguais entre si, mas se
diferenciam das velocidades de degradagdo nas concentracbes de 663 + 20,
743 + 22 e 989 + 15 mg.L™. Também néo foi observada diferenca significativa na
velocidade de degradacdo de fenol entre as concentracbes de 663 + 20 e
743 + 22 mg.L™. A concentracéo de 989 + 15 mg.L™ foi diferente de todos os outros
ensaios, apresentando velocidade de degradacdo de fenol bem menor,
provavelmente por estar se aproximando do limite de tolerancia ao fenol. Este valor
de concentracdo pode ser considerado bastante elevado tratando-se de fenol, o que
possibilita afirmar que Aspergillus sp. LEBM2 apresenta alta toleréncia ao fenol,
sendo capaz de degrada-lo totalmente mesmo em altas concentracdes. Pode-se
constatar ainda, que a velocidade de degradacdo ndo estd ligada a uma
concentracdo especifica do fenol, mas a faixas de concentracdo do composto
toxico.

N&o foi observada variagcdo expressiva na concentragdo de fenol para a
concentracao inicial de 1166 + 11 mg.L™ durante o periodo de cultivo, apesar do

consumo de glicose.
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Figura 8: Velocidades médias de degradacdo de fenol para as diferentes
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ha diferenga significativa; letras distintas indicam diferenga significativa entre as

velocidades, a 95% de confianca.

Em estudos em que foram avaliadas as degradac8es de fenol por fungos
do mesmo género, obtiveram degradacdes a concentracdes maximas inferiores as
relatadas no presente trabalho (RODRIGUES et al., 2005; FELIX et al., 2005,
HAMED et al., 2004, JIMENEZ et al., 2003), e na mesma faixa de concentragdo
(SANTOS & LINARDI, 2004).

GARCIA et al. (2000), utilizando Aspergillus niger e 1250 mg.L™ de fendis
conseguiram degradar até 300 mg.L™" (76 %) em 115 h (8,26 mg.L™.h™), mas em um
meio nutricional mais rico (efluente de azeite de oliva).

No trabalho de SANTOS & LINARDI (2004), foram observados
decréscimos pronunciados no percentual de degradagcdo para concentracdes de
fenol acima de 6 mM (588 mg.L™). Para cepas de Aspergillus, os percentuais de
degradacéo variam de cerca de 90 % (até 6 mM) até 4 % (10 mM), com velocidades
de degradacéo na faixa de 3 a 4 mg.L"*.h™.

Desta forma € importante destacar que com Aspergillus sp. LEBM2 foi
possivel a degradacdo total em altas concentracbes de fenol, mesmo com

decréscimo na velocidade de degradacéao.

4. CONCLUSOES

Constatou-se que a adaptacdo do fungo Aspergillus sp. LEBM2 em meio
contendo fenol e glicose, ambos na concentracdo de 250 mg.L™, como fontes de
carbono, possibilitou uma maior velocidade de degradacédo de fenol, tornando o
processo mais eficiente.

O estudo em biorreator em batelada para a degradacéo de fenol com o
fungo Aspergillus sp. LEBM2 apresentou resultados bastante significativos,
permitindo otimizar algumas variaveis que incrementaram a velocidade de
degradacédo de fenol em até 6,48 vezes. As melhores condi¢gGes para este tipo de
processo foram a concentracdo de 500 mg.L™ de glicose com velocidade de

agitacdo de 200 rpm, independente do volume de indculo, sugerindo-se que seja
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utilizado um volume de 20 % para garantir a eficiéncia do tratamento para maiores
concentracoes de fenol.

Quanto a tolerancia do fungo ao composto téxico, observou-se que 0
Aspergillus sp. LEBM2 degrada totalmente o fenol do meio até uma concentracao
de 989 + 15 mg.L" a uma velocidade de degradacdo de 1,66 mg.L*.h*. Em
concentracdes mais baixas de fenol, foram observadas velocidades de degradacéao
de até 5,18 mg.L".h*, para a concentracdo de 320 + 0,57mg.L™, ndo havendo
diferenca significativa nas velocidades obtidas para as concentracdes de até
581 + 57 mg.L™ de fenol.

Desta forma, pode-se considerar que o fungo filamentoso Aspergillus sp.
LEBM2 tem alta tolerancia ao fenol, sendo capaz de degrada-lo mesmo em altas
concentracdes, apresentando potencial quanto ao uso em processos de

bioaumentacao.
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UM ESTUDO COMPARATIVO
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RESUMO

A biodegradagédo do fenol tem sido bastante investigada a fim de reduzir a sua concentragdo para que
ndo seja mais téxico ao ambiente e a saude humana. Técnicas promissoras para a biorremediacdo de
areas impactadas tém emergido, como a bioaumentacdo, onde a utilizacdo de microrganismos
encapsulados ganha atencdo devido a diversas vantagens que apresenta, como menor estresse
bidtico e abidtico, distribuicdo satisfatéria em sedimentos e aquiferos e ndo compactagdo do solo. O
objetivo do presente trabalho foi comparar a eficiéncia da degradacédo de fenol utilizando Aspergillus
sp. LEBM2 de forma livre e encapsulado em alginato de calcio. Foi verificado aumento na velocidade
de degradacédo de fenol ao utilizar o fungo na forma encapsulada, em relagédo as células livres, sendo
observado um incremento nas velocidades de degradacéo variando de 11,6 % a 49,2 %. Isso indicou a
presenca de um microambiente mais favoravel para a biodegradacao, pelo efeito protetor da matriz do
gel, reduzindo o estresse abidtico. Logo, a técnica de encapsulacdo utilizando o fungo filamentoso
Aspergillus sp. LEBM2 mostrou-se promissora para aplicacdo em processos de bioaumentagéo.

PALAVRAS-CHAVE: biodegradacéo, encapsulacéo, fenol, fungos filamentosos

ABSTRACT

Phenol biodegradation had been investigated to reduce its concentration until an adequated level for
environment and human health. New techniques to bioremediation of impacted areas had been
proposed. Bioaugmentation using encapsulated microorganisms shows several advantages, such as
protection against abiotic and biotic stress, satisfactory distribution in sediments and aquifers and no
soil particle aggregation. The main goal of this work was to compare the degradation efficiency using
free and encapsulated cells of Aspergillus sp. LEBM2. It was verified an increase in phenol degradation
rate with encapsulated cells in calcium alginate, in relation to free cells (11.6 % until 49.2 %). This fact
indicates a presence of a microenvironment more favorable to biodegradation, because of the protector
effect of gel matrix, reducing abiotic stress. Filamentous fungus Aspergillus sp. LEBM2 showed a
promise application in bioaugmentation processes.

KEY WORDS: biodegradation, encapsulation, phenol, filamentous fungi
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1. INTRODUCAO

Os fenois constituem contaminantes perigosos encontrados em efluentes
de diversas industrias incluindo a indUstria petroquimica, farmacéutica, quimica e de
alimentos. Sua toxicidade é tal que para a maioria dos microrganismos
(principalmente ndo aclimatados) uma concentracdo relativamente baixa de 10
mg.L™ é letal, causando problemas em estacfes de tratamento de efluentes, sendo
que concentracdes de 5 a 25 mg.L™ de fenol comprometem a sobrevivéncia dos

peixes e outros animais marinhos de importancia comercial (YAN et al., 2005).

Em muitos paises agéncias de protecdo ambiental citam o fenol como
um dos principais poluentes para o ambiente. Numerosos estudos tém sido
realizados utilizando microrganismos degradadores, isolados em laboratério, para
investigar sua capacidade degradativa (WATANABE, 2002). Um estudo anterior
isolou diversos microrganismos a partir de solo contaminado na cidade do Rio
Grande/ RS — Brasil, os quais foram identificados e caracterizados quanto a
capacidade de crescimento em diferentes hidrocarbonetos, apresentando potencial
degradativo para hidrocarbonetos alifaticos, aromaticos e clorados (BURKERT et al.,
2004). No caso especifico do fenol, foi observada tolerancia de até 500 mg.L™ pelas
linhagens de Aspergillus sp. LEBM1 e LEBM2, tendo este ultimo apresentado maior
velocidade de crescimento microbiano na presenca de fenol como Unica fonte de
carbono (SANTOS et al., 2004).

Microrganismos podem degradar numerosos poluentes orgéanicos por
seus mecanismos metabdlicos e pela sua capacidade de se adaptar a ambientes
inGspitos. Entretanto, sua eficiéncia depende de muitos fatores, incluindo a natureza
guimica e a concentracdo do poluente, sua biodisponibilidade e as caracteristicas
fisico-quimicas do ambiente. Apesar da bioaumentacdo ja ser bastante aplicada,
principalmente no solo, ela é ainda experimental. A aplicagdo dessa técnica
apresenta algumas desvantagens, mas diversas estratégias tem sido estudadas
para fazer da bioaumentacdo uma tecnologia de sucesso (AGATHOS &
FANTROUSSI, 2005; HEINARU et al., 2005; SCOW & HICKS, 2005; GHAZALI,
2001).
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A bioaumentacdo é definida como a suplementagdo de microrganismos
externos de ocorréncia natural, tais como bolores, leveduras e bactérias em
estacdoes de tratamento de efluentes, na unidade de tratamento bioldgico, ou
diretamente no ambiente, visando aumentar a eficiéncia dos processos bioldgicos
(LAZZARETTI, 1998).

A maioria dos experimentos de bioaumentacdo depende altamente da
sobrevivéncia das células inoculadas. Sua sobrevivéncia pode ser promovida por
sua imobilizacdo em um carreador, como alginato, goma gelana, entre outros, o qual
0s protege contra a competicdo natural com a microflora local (JEZEQUEL et al.,
2005; MOSLEMY et al., 2002; MOSLEMY et al., 2003).

Entre os materiais para encapsulacdo, o mais largamente usado é o
alginato, o qual é um heteropolissacarideo de acidos D-manurdnico e D-gulurénico
extraido de varias espécies de algas. As propriedades funcionais do alginato como
material de suporte estdo fortemente associadas com a composicdo e seqiéncia
dos &cidos-gulurdnico e D-manurdnico. Cations divalentes como Ca** ligam-se
preferencialmente ao polimero do acido L-gulurdnico (CHEN et al., 2005).

O uso de células encapsuladas para aplicagbes no ambiente tem muitas
vantagens em relacdo as formulacdes com células livres, incluindo protecdo do
estresse bidtico como a predacdo por protozoarios e bacteriéfagos, protecdo do
estresse abidtico como a inibicdo do efeito dos compostos téxicos, promovendo a
sobrevivéncia e a atividade fisiol6gica. A matriz porosa da cpsula permite ainda
uma adequada difusdo do contaminante, gases, nutrientes e produtos metabdlicos,
levando a descontaminacdo do local que esta sendo tratado. Essa técnica ainda
impede a compactacdo microbiolégica do solo pela formacdo de polimeros
extracelulares que impediriam a distribuicdo das células livres através de solo
saturados. Ja a aplicagdo de células degradadoras encapsuladas para a
bioaumentagdo em um aquifero contaminado tem a vantagem de promover
suficiente distribuicdo hidraulica dos microrganismos dentro da matriz do aquifero
(MOSLEMY et al.,, 2002; MOSLEMY et al., 2003; DEGALDILLO & NOGALES,
2005).

O objetivo do presente trabalho foi comparar a eficiéncia da degradagao

de fenol com Aspergillus sp. LEBM2 livre e encapsulado em alginato de célcio.
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Foram construidas curvas cinéticas para diferentes concentracbes de fenol
avaliando-se velocidade de degradacao, para verificar diferengas entre as técnicas

e sugerir o melhor método a ser empregado em processos de bioaumentacao.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Microrganismo

O microrganismo utilizado no trabalho foi o fungo filamentoso Aspergillus
sp. LEBM2, isolado pelo Laboratério de Microbiologia — FURG, de um solo
contaminado por hidrocarbonetos derivados do petréleo, na regido da cidade do Rio
Grande/RS, Brasil, sendo mantido a 4 °C, em agar batata dextrose, até o momento
da sua utilizacdo (BURKERT et al., 2004).

2.2. Preparo da agua residuaria sintética

A composicdo base da &gua residuaria sintética utlizada nos
experimentos foi (mg.L'l): 400 KH,PO4 200 MgSO,4. 7H,0; 100 NaCl; 25 CacCl,.
2H,0; 3 MnSO4. H,0; 500 NH4NO3. H,O (CUNHA et al., 2001).

Para todos os experimentos, foi esterilizada a 120 °C por 15 min. A esta

soluc&o foram adicionadas as fontes de carbono, nas concentra¢cbes em estudo.

2.3. Suspensao de esporos

O microrganismo foi propagado em frascos erlenmeyers de 500 mL
contendo 100 mL de &gar batata dextrose. Os frascos foram mantidos a 25°C
durante 5 dias até completa esporulacdo. Os esporos formados foram suspensos
em agua estéril com 0,2 % de Tween 80. A raspagem foi feita com alca de Drigalsky
e, para a remoc¢ao do micélio da suspensdao, esta foi filtrada com tela metalica, para

posterior contagem de esporos em Camara de Neubauer (SANZO, 1998).
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2.4. Encapsulacao dos esporos

Para a encapsulacdo dos esporos foram utilizados 20 mL de solucéo de
alginato de sédio (esterilizado a 120 °C durante 15 min), o qual foi misturado com
5 mL da suspenséo de esporos (5 x 10° esporos. mL™). As céapsulas de alginato-Ca
de cerca de 3 mm de didmetro foram obtidas por gotejamento da mistura da
suspensédo de esporos com a solucao de alginato de sédio, em cerca de 100 mL de
solucéo de CaCl, 0,2 M. As capsulas permaneceram durante 1 hem CaCl, a 4 °C, e

apo6s foram lavadas 2 a 3 vezes com H,O destilada estéril (JEZEQUEL et al., 2005).

2.5. Preparo do in6culo

Os esporos livres ou encapsulados foram inoculados em frascos
erlenmeyers de 500 mL de capacidade com 50 mL de agua residuéria sintética (item
2.2), contendo 250 mg.L™" de fenol e 500 mg.L™" de glicose, sendo mantidos em

estufa com circulagéo de ar a 25 °C durante 5 dias para a germinacéo dos esporos.

2.6. Comparacdo das técnicas de degradacao de fenol utilizando células livres

e encapsuladas

Foram realizados experimentos em duplicata variando-se a concentracao
de fenol do meio.

Aos indculos contendo células livres e encapsulados, apds o crescimento
micelial, foi adicionada agua residuaria sintética acrescida de fenol e glicose, de
forma que as concentragfes iniciais correspondessem a concentragdo de estudo
(para o fenol) e 500 mg.L™ (para a glicose), para um volume total de 150 mL. A
temperatura de todos os ensaios foi controlada em incubadora rotatoria, na faixa de
25 a 30 °C. Foram determinadas as concentragdes de fenol ao longo do tempo.

Os resultados foram analisados pela velocidade de degradacéo de fenol
(v), utilizando a equacédo 1, sendo tratados com auxilio do programa STATISTICA
5.0.

_ Ci—Cf

V= —tf Q)
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Onde: Ci= concentracéo inicial de fenol (mg.L™)

Cf = concentragéo final de fenol (mg.L™)

tf = tempo em que ocorreu a degradacéo (horas)

2.7. Determinacéo do fenol total

Para a determinacdo do conteldo total de fenol o método utilizado foi o
que utiliza o reagente Folin-Ciocalteau, envolvendo a adicdo sucessiva de 1 mL de
carbonato de sédio (20 g.L™") e 0,5 mL do reagente Folin-Ciocalteau (1:1), para 10
mL da amostra filtrada. Depois de 30 min, leu-se a absorbancia a 25 °C, 750 nm
contra agua destilada e reagente branco. Utilizou-se a curva padrao de fenol na
faixa de concentracéo de 0,25 a 10 mg.L ™" de fenol (GARCIA et al., 2000).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As figuras 1, 2 e 3 apresentam os resultados obtidos para a
biodegradacéo de fenol utilizando o fungo filamentoso Aspergillus sp. LEBM2 livre e
encapsulado. Convém ressaltar que as diferencas observadas nas concentraces
iniciais de fenol, nas repeti¢cdes, ocorreram em virtude da dificuldade de reproducao

do procedimento experimental envolvido.
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Figura 1: Ensaios de degradacdo de fenol ao longo do tempo utilizando células de

forma livre e encapsuladas.
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Figura 2: Ensaios de degradacdo de fenol ao longo do tempo utilizando células de

forma livre e encapsuladas.
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Figura 3: Ensaios de degradacdo de fenol ao longo do tempo utilizando células de

forma livre e encapsuladas.
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Figura 4: Valores médios para a velocidade de degradacao utilizando Aspergillus sp.

LEBM2 livre e encapsulado.
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A figura 4 mostra que para todas as concentracfes estudadas houve
aumento na velocidade de degradacdo de fenol para uma mesma concentragao,
gquando comparara-se 0s microrganismos encapsulados em alginato de sédio com
0s microrganismos livres. Os incrementos nas velocidades de degradacao variaram
de 11,6 % a 49,2 %.

Também pode ser observado nesta figura que tanto para o Aspergillus
sp. encapsulado como para o Aspergillus sp. livre, 0 aumento na concentracdo na
faixa de 224 a 229 mg.L".h™ para 442 a 444 mg.L™.h* praticamente ndo altera as
velocidades de degradacéo, similar ao observado em trabalhos anteriores, em que
nao houve diferenca estatisticamente significativa nas velocidades de degradacéo
para as concentracdes iniciais de fenol de 320 e 581 mg.L™. No entanto, reducéo
mais expressiva é observada para a concentracdo inicial de fenol na faixa de 797 a
818 mg.L'l, pelo aumento do efeito inibitério do fenol em ambos os sistemas, como
esperado.

A rede polimérica formada nas particulas atua como uma barreira
difusional para o fenol, o que nao acontece nas células livres, significando uma
transferéncia de massa dificultada que, a principio, ocasionaria uma reducdo na
velocidade de degradacdo de fenol, mas esta reducdo seria compensada pela
diminui¢cdo do efeito inibitdrio do fenol. Também o acumulo de metabdlitos ativos,
como enzimas, na capsula por um longo periodo, poderia favorecer a
biodegradacéo.

Desta forma, o material polimérico atua como uma cobertura protetora
contra a toxidade do fenol, aumentando a velocidade de degradacdo do mesmo.
Este efeito protetor é importante para aplicacdo em ambientes ou efluentes com
altas concentragbes de fenol, acelerando o processo pela reducdo do estresse
abidtico, podendo até mesmo ampliar o limite de tolerdncia do microrganismo ao
composto toxico.

Resultados similares foram obtidos por CHEN et al. (2002), para
concentragbes iniciais entre 200 e 1500 mg.L*?, em que Candida tropicalis
encapsulada em gel de poliacrilamida apresentou um desempenho superior em
relacdo a levedura na forma livre, mostrando inclusive aumento da tolerancia ao

fenol.
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Ja no trabalho de LINARDI et al. (2002), o micélio livre de Graphium sp.
FIB4 exibiu velocidades de degradacéo de fenol maiores em concentracdes abaixo
de 14 mM (1372 mg.L™), quando comparado ao encapsulado em alginato de célcio.
Acima desta concentracdo o desempenho de Graphium sp. encapsulado foi superior
ao livre.

Os resultados obtidos permitem afirmar que o uso de Aspergillus sp.
LEBM2 encapsulado em alginato de sédio é promissor para a aplicacdo em
processos de bioaumentagéo visando a degradacgéo de fenol em solos, aquiferos e

em estacdes de tratamento de efluentes.

4. CONCLUSAO

A técnica de encapsulacdo mostrou-se promissora para aplicagdo em
bioaumentagéo, pois foi observado aumento na velocidade de degradagéo de fenol
para todas as concentracdes testadas quando se utilizou o Aspergillus sp. LEBM2
na forma encapsulada em alginato de sodio, indicando que a cpsula proporciona
ao fungo a vantagem de formar um microambiente mais favoravel para a
biodegradacédo, pelo efeito protetor da matriz do gel, protegendo-o do estresse
abibtico, o que possibilita a aplicacdo em solos, aquiferos e em estacbes de

tratamento de efluentes.
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5. CONCLUSOES

Foi possivel estudar o comportamento do fungo Aspergillus sp. LEBM2,
isolado de solo contaminado com hidrocarbonetos derivados de petréleo, pelo
Laboratério de Microbiologia — FURG, comprovando a sua capacidade de degradar
fenol, e ampliando sua velocidade de degradacéo e sua tolerancia ao fenol.

Para os ensaios onde se testou o inéculo constatou-se que a adaptacao
do fungo Aspergillus sp. LEBM2 em meio contendo fenol e glicose, como fontes de
carbono, possibilitou uma maior velocidade de degradagdo de fenol, tornando o
processo mais eficiente. Em biorreator em batelada, as varidveis concentracdo de
glicose e agitacdo, bem como a interacdo entre elas, apresentaram efeito positivo
significativo sobre a velocidade de degradacédo. O estudo provou ainda que o fungo
possui alta tolerancia ao fenol, e que a velocidade de degradacao do fenol ndo esta
relacionada a uma concentracdo especifica do composto toxico, mas sim a uma
faixa de concentracao.

No estudo comparativo entre microrganismos livres e encapsulados, a
técnica de encapsulacdo mostrou-se promissora para aplicacdo em bioaumentacéo,
pois foi observado aumento na velocidade de degradacdo de fenol para todas as
concentracdes testadas, utilizando o Aspergillus sp. LEBM2 na forma encapsulada
em alginato de sodio, indicando que a cépsula protege 0 microrganismo, pois
proporciona a vantagem de formar um microambiente mais favoravel para a
biodegradacédo, pelo efeito protetor da matriz do gel, protegendo-o do estresse
abibtico, o que possibilita a aplicacdo em solos, aquiferos e em estacbes de

tratamento de efluentes.
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6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Elucidar o mecanismo de degradacdo do fungo Aspergillus sp.
LEBM2 e as enzimas envolvidas no processo;

Estudar a encapsulacdo do fungo em diferentes matrizes
poliméricas, testando-o em concentracdes superiores a
1000 mg.L™;

Utilizar o microrganismo em efluentes fendlicos reais, verificando
seu comportamento;

Clonar o0s genes responsaveis pela produgdo de enzimas
responsaveis pela degradacao, para producdo de enzimas em larga
escala, e otimizacdo do tratamento dos compostos toxicos, no
ambiente;

Produzir e purificar as enzimas envolvidas no processo de

degradacao para utilizacdo direta em areas impactadas com fenol.
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